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1 Einleitung 1
1 Einleitung
1.1 Die Kälteschock-Proteine und das humane Y-box Protein-1 (YB-1)
Die Y-box-bindenden Proteine wie das Y-box Protein-1 (YB-1) gehören zur Familie der 
evolutionär hoch konservierten Kälteschockproteine. Diesen Proteinen ist eine so 
genannte cold shock domain (CSD) gemein, die zentral im Protein gelegen ist und eine 
DNA-Bindungsdomäne darstellt.
In exponentiell wachsenden Bakterien konnte beobachtet werden, dass ein 
Temperaturabfall von 37°C auf 10°C zu einer Reduktion der Transkription und Translation 
führt, jedoch die Expression des cold shock Proteins cytoplasmic protein 7,4 kDa (CS7.4) 
gesteigert ist. Zwei Stunden nach dem Herunterkühlen macht CS7.4 10% der 
Gesamtproteinmenge aus.1 Nach vier bis fünf Stunden verlangsamten Wachstums und 
reduzierter Proteinbiosynthese führt CS7.4 durch Transaktivierung von etwa zehn bis 
fünfzehn Genen zu einer Wiederherstellung des ursprünglichen Stoffwechsels.2,3
Neben YB-1 konnten anhand von Aminosäurehomologien weitere Kälteschockproteine in 
eukaryoten Organismen identifiziert werden. Zu den menschlichen Kälteschockproteinen 
zählen das DNA binding protein A (DbpA), das bereits erwähnte YB-1, das  auch als DbpB 
bezeichnet wird und DbpC (Contrin), das nuclease sensitive element protein-1 (NSEP-1) 
und Unr, ein zytoplasmatisch RNA-bindendes Protein mit fünf cold shock Domänen.
Kälteschockproteine in anderen Spezies sind beispielsweise das chicken Y-box Protein
(CHK YB-1, Huhn), enhancer factor 1A (EF1A, Ratte), frog Y-box Protein-1 und -2 (FRGY-
1 und -2, Frosch), murines Y-box Protein-1 (MUSY-1, Maus) und YB-3 (Frosch).1,4-12
Gemeinsam ist allen Kälteschockproteinen die bereits oben erwähnte DNA-
Bindungsdomäne, die zentral im Protein lokalisiert ist. Sie ist evolutionär hoch konserviert, 
das heißt, dass dieser Proteinabschnitt eine hohe Sequenzhomologie bei den 
verschiedenen Spezies aufweist. Die cold shock Domäne besteht aus ungefähr 80 
Aminosäuren und weist in ihrer Nukleotidsequenz eine Homologie von über 70% zwischen 
dem major cold shock Protein CS7.4 in E.coli und den Kälteschockproteinen der 
Vertebraten auf. Auf Aminosäureebene zeigt sich eine Homologie zwischen der 
bakteriellen und humanen cold shock Domäne von ~ 44%.4,5,13-15
Es konnte mittels Kernspin-Resonanz-Spektroskopie und Röntgen-Strukturanalyse gezeigt 
werden, dass die cold shock Domäne fünf antiparallele β-Faltblattstrukturen14,16 ausbildet, 
1 Einleitung2
die einen antiparallelen β-barrel und ein dreisträngiges β-Faltblatt formen.14,16 Dazu 
gehören zwei RNA-Bindungsmotive, die als RNP-117 und RNP-218 bezeichnet werden.
1.1.1 Strukturdomänen von YB-1
Die Y-box bindenden Proteine enthalten neben der cold shock Domäne variable N- und C-
terminale Domänen. Die drei Domänen des humanen Y-box Proteins-1 (YB-1) sind wie 
folgt aufgebaut:
- der variable N-Terminus ist reich an den Aminosäuren Alanin und Prolin. Es konnte 
eine direkte Interaktion dieser Domäne mit Aktinfilamenten des Zytoskeletts nachgewiesen 
werden, über die eine zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 herbeigeführt wird.19
- eine DNA-Bindungsdomäne (cold shock Domäne, CSD) ist zentral zwischen den 
Aminosäuren 51 bis 129 lokalisiert.
- der hydrophile C-Terminus enthält überwiegend basische und saure 
Aminosäuresequenzen. Diese sind in Subdomänen organisiert und bedingen die 
Beschreibung als basic und acidic islands (BA-islands). Die jeweiligen Subdomänen sind
ungefähr 30 Aminosäuren lang. Die C-terminale Struktur kann als charged zipper
fungieren und die Dimerisierung des Proteins erleichtern.20 Obwohl der C-terminale 
Proteinabschnitt nur eine schwache Nukleotidbindungsfähigkeit besitzt,21 konnte in 
Deletionsstudien gezeigt werden, dass er neben der cold shock Domäne auch an der 
spezifischen Interaktion mit Einzel- und Doppelstrang-DNA sowie mRNA beteiligt ist.22,23
Außerdem ist die charged zipper Domäne für die Interaktion mit anderen Proteinen 
verantwortlich.22,24 Sie besitzt zahlreiche Phosphorylierungsstellen für die Kaseinkinase II; 
in vivo konnte eine starke Phosphorylierung von YB-1 gezeigt werden, die zwar keinen 
Einfluss auf die Nukleinsäure-Bindungsfähigkeit, wohl aber auf die Interaktion mit anderen 
Proteinen hat.25
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Strukturdomänen von YB-1. YB-1 weist eine cold shock-
Domäne (CSD) mit zwei RNA-Erkennungsmotiven auf. Flankiert wird diese im N-Terminus von einer Alanin-
und Prolin-reichen Domäne. Im C-Terminus alternieren basische (---) mit sauren (+++) Proteinanteilen.
1.1.2 YB-1 als DNA- und RNA-bindendes Protein
YB-1 wurde erstmals 1988 als ein Transkriptionsfaktor beschrieben, der an die Y-box im 
Promotorbereich des MHC II-Gens (major histocompatibility complex II - Gen) bindet und 
damit die Transkription hemmt.26
YB-1 vermag sowohl an doppelsträngige als auch an einzelsträngige DNA bzw. RNA zu 
binden. Für eine Bindung ist offensichtlich das Vorliegen einer inversen CCAAT-Sequenz 
(als Y-box bekannt) notwendig.22 Sie ist aber nicht, wie lange Zeit angenommen wurde, 
das alleinige Bindungsmotiv. So besitzen auch die der CCAAT-box benachbarten 
Nukleotidsequenzen offenbar eine wichtige Funktion bei der Interaktion.
Sowohl die Sekundär- als auch die Tertiärstruktur der DNA spielen im Bindungsverhalten 
von YB-1 eine Rolle. So konnte Schindelin27 durch Berechnungen der Tertiärstruktur des 
bakteriellen cold shock protein B-Bindungsmotivs zeigen, dass eine stem loop-Struktur der 
DNA vorliegt. Sie entsteht durch Wasserstoffbrückenbindungen (stems) innerhalb eines 
Stranges der DNA mit dazwischenliegender Schleife (loop). YB-1 kann die Bildung 
einzelsträngiger DNA induzieren und stabilisieren und so Veränderungen der DNA-
Sekundärstruktur herbeiführen.27-29
Durch die Bindung an RNA bzw. DNA beeinflusst YB-1 sowohl die Transkription als auch 
die Translation. Bei der Transkription agiert YB-1 auf verschiedene Weise:
a) YB-1 bindet direkt an die Y-box und benachbarte Sequenzen,
b) YB-1 interagiert mit anderen Transkriptionsfaktoren und wirkt so als Ko-Aktivator 
bzw. -Repressor und
c) YB-1 bindet an einzelsträngige Promotorregionen, um so die Bindung von 
Transkriptionsfaktoren zu erleichtern oder zu reprimieren.30
Zellspezifisch kann YB-1 Gene trans-aktivieren oder reprimieren. Dies wurde 
beispielsweise für das GM-CSF- (granulocyte-macrophage colony stimulating factor)31,32
und das MMP-2-Gen33,34 gezeigt, wo YB-1 als zelltypspezifischer Transaktivator der MMP-
2-Transkription in Mesangial-Zellen identifiziert werden konnte.
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YB-1 kann sowohl an doppelsträngige DNA im Promotorbereich von Genen, als auch an 
einzelsträngige20 und Cisplatin-modifizierte DNA35 binden.
Zielgene, die von YB-1 reguliert werden, sind in der nachfolgenden Tabelle 
zusammengefasst:
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Tabelle 1 Gene, die hinsichtlich ihrer Transkription durch YB-1 reguliert werden. ↑: Aktivierung des 
Zielgens; ↓: Repression des Zielgens; ↓↑ : zelltypabhängige Aktivierung oder Repression des Zielgens.
Zielgen Regulation Referenz
Zytokine, Chemokine und Rezeptoren
PDGF-BB ↑ Stenina et al., 200036
VEGF ↓ Coles et al., 200237
Tyrosin-Phosphatase 1B (PTP1B) ↓↑ Fukada and Tons, 200338
RANTES ↓↑ Mertens et al., unpubliziert
GM-CSF ↓↑ Coles et al., 199631, Diamond et al., 
200132
muriner Wachstumsfaktor-Rezeptor ↓ Yan und Tamm, 199139
Thyrotropinrezeptor ↓ Ohmori et al., 199640
Matrixproteine und Matrix-degradierende 
Proteine
Gelatinase A (MMP2) ↓↑ Mertens et al., 199734
Kollagen Typ I (α1) ↓ Norman et al., 200129
Prokollagen Typ α1 ↑ Dhalla et al., 199841
Kollagen Typ I (α2) ↓ Higashi et al., 200342
Antigenpräsentation
HLA-Klasse I ↓ Didier et al., 198826
Proliferation, Apoptose
DNA-Polymerase-α ↑ En-Nia et al.43
p53 ↑ Okamoto et al., 200044
Fas (CD95/Apo-1) ↓ Lasham et al., 200045
c-myc ↓ Chernukhin et al., 200046
Transportprotein, Detoxifikation
MDR-1 ↑ Bargou et al., 199747
MDR-2 ↓ Geier et al., 200348
Mrp1 ↑ Stein et al., 200149
Mrp2 ↓ Kauffmann et al., 200150
Grp78 ↓ Li et al., 199751
Strukturproteine und andere Proteine
Myosin light-chain 2v ↑ Zou et al., 199752
Hühner α-Globin ↓ Knezetic und Felsenfeld, 199353
Virale Promotoren
RSV ↑ Swamynathan et al., 199754
HTLV-1 ↑ Kashanchi et al., 199455
HIV ↑ Ansari et al., 199956
JC Polyomavirus ↑ Safak et al., 1999a57
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Wie schon erwähnt können Kälteschockproteine nicht nur die Transkription, sondern auch 
die Translation beeinflussen, indem sie sequenzspezifisch oder -unspezifisch an RNA 
binden. Die schwache unspezifische RNA-Bindung wird über die 
Multimerisierungsdomäne vermittelt, wohingegen die sequenzspezifische Bindung über 
die cold shock Domäne erfolgt.
Anhand einer SELEX-Analyse (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) 
ermittelten Bouvet et al.58 die Nukleotidsequenz AACAUG, die sequenzspezifisch mit der 
cold shock-Domäne des FRGY-1 und -2 interagiert. Die C-terminale Domäne von FRGY-2 
weist zudem eine unspezifische RNA-Bindungsstelle auf.
Evdokimova et al.59 fanden heraus, dass das YB-1 Protein Hauptbestandteil der 
zytoplasmatischen Ribonukleoprotein-Komplexe ist, in denen die mRNA bis zum Zeitpunkt 
der Translation gespeichert wird. Diese Protein-RNA-Komplexe stellen einen wichtigen 
Regulationsmechanismus der mRNA-Translation dar. In niedriger Konzentration 
destabilisiert YB-1 die Sekundärstruktur der RNA, ähnlich der Funktion des bakteriellen 
Kälteschockproteins CspA.60 Durch die destabilisierte Sekundärstruktur wird die mRNA für 
die 60S-Unterheit der Ribosomen leichter zugänglich,61 so dass YB-1 in niedriger
Konzentration die RNA-Translation stimuliert.62 Im Gegensatz hierzu wird bei einer hohen 
zytosolischen YB-1-Konzentration die Translation durch Maskierung der mRNA 
gehemmt.60,62,63
Neben der Regulation der Translation vermag YB-1 einen Einfluss auf die mRNA-Stabilität 
auszuüben. Chen et al.64 zeigten, dass YB-1 und Nukleolin über die Bindung an ein 
Sequenzmotiv in der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) der Interleukin-2-mRNA diese 
stabilisieren. Die mRNA des Granulozyten-Makrophagen-Kolonien stimulierenden Faktors 
(GM-CSF) wird über eine Bindung von YB-1 an ein A/U-reiches Element innerhalb der 3’-
UTR der GM-CSF-mRNA in aktivierten eosinophilen Granulozyten in vivo stabilisiert.65
Evdokimova et al.66 wiesen schließlich einen Effekt von YB-1 auf die mRNA-Stabilität über 
eine sequenzunspezifische Bindung an die Cap-Struktur am 5’-mRNA Ende nach. Dieser 
Effekt ist abhängig von einer korrekten 5’-Cap-Ausbildung, das heißt, eine verkürzte 
mRNA wird nicht translatiert und beschleunigt degradiert, ohne dass es zur Expression 
von Deletionsproteinen kommt.
Neben der Bindung von YB-1 an mRNA weisen neuere Ergebnisse auf eine im Zellkern 
stattfindende Interaktion zwischen YB-1 und prä-mRNA mit nachfolgender Änderung des 
Spleißmusters hin.67 Raffetseder et al.68 konnten mittels eines two hybrid-Systems eine 
Interaktion von YB-1 mit SRp30c, einem Arginin/Serin-reichen Spleißfaktor im Zellkern 
nachweisen.
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Chansky et al.69 wiesen eine Interaktion von YB-1 mit dem translocation liposarcoma 
protein TLS nach, über das die RNA-Polymerase II rekrutiert und das prä-mRNA-Spleißen 
beeinflusst wird.
Zusammenfassend ergeben sich Funktionen von YB-1 bei der Transkriptionsregulation, 
der RNA-Prozessierung und -Speicherung bis hin zur Aktivierung bzw. Reprimierung der 
Translation, die unterschiedliche subzelluläre Lokalisationen von YB-1 im Zellkern und 
Zytoplasma umfassen muss.
1.1.3 YB-1 und PDGF-BB
Bei PDGF-BB (platelet-derived growth factor) handelt es sich um einen mitogenen 
Wachstumsfaktor, der eine wichtige Rolle in angiogenen Prozessen spielt. Zudem hat 
PDGF-BB einen Einfluss auf die extrazelluläre Matrixsynthese.
Dieser Wachstumsfaktor wirkt aktivierend auf eine PDGF-BB-Rezeptor-Tyrosinkinase. 
Einerseits interagiert diese dann durch Autophosphorylierung mit verschiedenen, SH2-
Domänen-enthaltenden zytoplasmatischen Proteinen. Andererseits werden über ein 
second messenger System Inositol-(1,4,5)-Triphosphat, Diacylglycerol, intrazelluläre 
Kalziumfreisetzung und Proteinkinase C aktiviert.
Es existieren verschiedene homodimere Formen von PDGF (beispielsweise PDGF-AA 
und PDGF-BB). Für PDGF-BB konnte eine Stimulation der YB-1-Expression und ein 
nukleärer Export nach Stimulation nachgewiesen werden.70
Betsholtz et al.71 beschrieben die Schlüsselfunktion von PDGF-BB in 
mesangioproliferativen Erkrankungen.
Bei nephrologischen Erkrankungen kommt dem MAPK (mitogen-activated Proteinkinase) 
Signalweg eine wichtige Funktion zu. Die selektive Hemmung von ERK1/2 (extracellular 
signal-regulated kinase 1/2), das über den PDGF-BB-Rezeptor aktiviert wird, führt zu  
einer signifikanten Besserung der Krankheit. Ein ähnlicher Effekt konnte durch Hemmung 
von PDGF-BB nachgewiesen werden.
Van Royen et al.70 zeigten, dass YB-1 ein downstream Zielprotein von PDGF-BB ist. 
Anhand des MAPK (mitogen-activated Proteinkinase) Inhibitors U0126 konnte gezeigt 
werden, dass eine erhöhte Expression von YB-1, ebenso wie ein shuttling von YB-1 
zwischen den beiden Zellkompartimenten vom MAPK (mitogen-activated Proteinkinase) 
Signalweg abhängig ist. Eine Hemmung von PDGF-BB führt zu einer Herunterregulation 
von YB-1 und einer nukleären Lokalisation. Unter dem Einfluss von PDGF-BB und bei 
anti-Thy1.1 induzierten mesangioproliferativen Glomerulonephritiden liegt YB-1 im 
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Zytoplasma vor.
Stenina et al.72 fanden heraus, dass Thrombin die Genexpression multipler Gene 
stimuliert. Unter anderem aktiviert Thrombin den so genannten TINF (thrombin-inducible 
nuclear factor), ein Mitglied der Y-box protein family. TINF bindet an ein PDGF-BB-
Promotorelement und ist somit verantwortlich für die thrombinabhängige Induktion von 
Genen. Eine Stimulation durch Thrombin führt zu einer Aktivierung und Translokation von 
TINF in den Zellkern von Endothelzellen.
1.1.4 Subzelluläre Lokalisation von YB-1
Die subzelluläre Lokalisation von YB-1 zeigt zelltypspezifische Unterschiede bei 
Tumorzellen und proliferierenden Zellen in vitro gegenüber nicht-transformierten Zellen in 
vivo. In sämtlichen untersuchten proliferierenden Zellen in vitro ist YB-1 zytoplasmatisch 
zu finden. Van Roeyen et al.70 konnten eine nukleäre Lokalisation von YB-1 in vivo in
Endothel-, Epithel- und mesenchymalen Zellen nachweisen. 
Eine vornehmlich zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 in Tumorzellen in vivo wurde 
durch verschiedene Autoren beschrieben.47,49,73-80
Koike et al.81 stellten die Hypothese auf, dass YB-1 mit einem Ankerprotein im Zytoplasma 
interagiert, welches das YB-1 Protein erst nach Phosphorylierung durch die Proteinkinase 
C aus seiner Bindung freigibt. Mehrere nukleäre Translokalisationssignale innerhalb des 
C-terminalen YB-1 Proteins könnten die nukleäre Lokalisationsänderung, z.B. im Rahmen 
von Stresssituationen, vermitteln.4,12,22,82 Bisher sind innerhalb der Proteinstruktur von YB-
1 keine nukleären Konsensus-Exportsignale beschrieben.
Bader et al.83 untersuchten die inhibitorische Rolle von chicken YB-1 in der PI3K-
induzierten Transformation (Phosphoinositol-3-Kinase Signalweg). Der PI3K-Weg spielt 
eine wichtige Rolle in der malignen Zelltransformation. Sie konnten zeigen, dass chicken 
YB-1 Protein durch spezifische Inhibition der Proteinsynthese die PI3K-Transformation 
hemmt. Unter anderem spielt dabei die RNA-Bindung eine Rolle. Bader et al. konnten 
anhand von Deletionsmutanten zeigen, dass die CRS (cytoplasmic retention site) allein für 
die zytoplasmatische Lokalisation des YB-1 Proteins ausreichend ist, nicht aber für die 
Bindung an die RNA und damit die Inhibition des PI3K-Signalweges.
Die CSR (cytoplasmic retention site) im humanen YB-1 Protein ist zwischen den 
Aminosäuren 247 und 267 lokalisiert. Sie wurde von Stenina et al.72 als eine 
Retentionsdomäne beschrieben, die durch proteolytische Spaltung während der 
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Aktivierung des Proteins entsteht.
Bader et al.83 beschrieben eine C-terminal gelegene NLS (nuclear localisation site) im 
chicken YB-1 Protein. Auch nach der Mutation von wild-type YB-1, die zu einem Fehlen 
der NLS führte, behielt der Mutant die Fähigkeit, mit der Transformation zu interferieren. 
Daraus schlossen Bader et al., dass eine nukleäre Lokalisation nicht ausschlaggebend ist,
um eine zelluläre Transformation zu verhindern.
In verschiedenen Studien wies eine nukleäre Lokalisationsänderung von YB-1 in 
Tumorzellgeweben auf eine schlechte Prognose und eine Mestastasierungsneigung hin.
Eine nukleäre Lokalisationsänderung von YB-1 in zellulären Stressreaktionen wie UV-
Bestrahlung47,81 oder Hyperthermie49 ist beschrieben.
Koike et al.81 untersuchten das YB-1 Protein hinsichtlich seiner nukleären Translokation 
unter zellulären Stressbedingungen wie die Bestrahlung mit UV-Licht. Sie konnten zeigen, 
dass es zu einer Akkumulation von YB-1 im Zellkern nach 20-minütiger UV-Bestrahlung 
kommt. Anschließend wurde getestet, ob einer der beiden  Proteinkinase-Inhibitoren, H7 
oder HA-1004, diese Translokation in den Zellkern hemmen kann. Tatsächlich konnte 
sowohl im Western Blot als auch immunhistochemisch gezeigt werden, dass der 
Proteinkinase C-Inhibitor H7 eine Translokation in das nukleäre Zellkompartiment 
verhindern kann. Für HA-1004 hingegen konnte eine solche Funktion im Western Blot 
nicht bestätigt werden. Der Wechsel zwischen Zytosol und Nukleus scheint also unter 
anderem über einen Proteinkinase C-vermittelten Signalweg zu erfolgen, wobei der C-
Terminus des YB-1 Proteins eine wichtige Rolle für die cytoplasmatische Retention spielt, 
wie anhand von trunkierten YB-1-Konstrukten gezeigt werden konnte.
YB-1 ist an der Aktivierung des MDR-1 (multidrug resistance 1) Gens als Antwort auf 
zellulären Stress beteiligt.84 Hu et al. untersuchten die Aktivierung des MDR-1 Gens näher. 
MDR-1 wird durch NF-Y, das an die CCAAT-Box bindet, mit Hilfe des Histon-Deacetylase-
Inhibitors Trichostatin A aktiviert. YB-1, das ebenfalls  an die CCAAT-Box bindet, induziert 
den MDR-1-Promotor nach UV-Bestrahlung.
Eine weitere Möglichkeit, die nukleäre Translokation von YB-1 als Antwort auf zellulären 
Stress zu induzieren, ist die Behandlung mit Hitzeschock. Stein et al.49 untersuchten den 
Einfluss der Hyperthermie auf die Aktivität von YB-1 und die Expression des MDR-1-Gens. 
Die Hyperthermie stellt in Kombination mit Chemotherapie eine Behandlungsmethode des 
Kolonkarzinoms dar. Dabei fanden sie heraus, dass in HCT15- und HCT116-Zellen 
(human colon carcinoma cells) die Hitzeschockbehandlung äquivalent zum Zellstress 
unter UV-Bestrahlung eine Translokation von YB-1 in den Zellkern bewirkt. Diese nukleäre 
Translokation von YB-1 geht mit vermehrter MDR1- und MRP1-Genexpression einher. 
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Diese vermehrte Genexpression und eine erhöhte Pumpenaktivität nach 
Hyperthermiebehandlung sind nicht in der Lage, ein drug-resistentes Wachstum in 
Kolonkarzinomzellen zu verursachen. Es konnte ein reduziertes Überleben der HCT15-
und HCT116-Zellen nach der Hitzeschockbehandlung nachgewiesen werden, die eine 
effiziente Behandlung der Kolonkarzinompatienten mittels Chemotherapie und 
Hyperthermie erklären könnte.
Zusammenfassend weisen die Beobachtungen auf eine Interaktion von YB-1 mit DNA und 
mRNA in verschiedenen Kompartimenten hin. Hierbei zeigten Stenina et al.36,72 wie eng 
die Lokalisation von YB-1 mit der RNA- und DNA-Bindung sowie der Funktion verbunden 
ist: So wird beispielsweise das im Zytoplasma von Endothelzellen an mRNA gebundene 
YB-1 nach Thrombinstimulation gespalten und in den Zellkern transloziert, woraufhin das 
gespaltene YB-1 Protein über Bindung an den PDGF-BB-Promotor die Genexpression im 
Kern induziert.
1.1.5 Interaktionspartner von YB-1
Bei der Ausübung der zum Teil gegensätzlichen Funktionen interagiert YB-1 mit einer 
Vielzahl von nukleären und zytoplasmatischen Proteinen. Die Interaktion mit zellulären 
und viralen Transkriptionsfaktoren moduliert die Genregulation auf unterschiedlichen
Wegen. Die nachfolgende Tabelle gibt eine Übersicht über bisher gefundene
Interaktionspartner von YB-1:
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Tabelle 2 Interaktionspartner von YB-1.
Protein Funktionelle Bedeutung der Interaktion
Transkription
T-Antigen des humanen 
Polyomavirus JC
Synergistische trans-Aktivierung des späten viralen  JC-Promotors. 
Erleichterung der Repression des frühen viralen JC-Promotors (Safak 
et al., 1999a57; Safak et al., 1999b)85
Pur alpha Repression der DNA-Bindungsaffinität von Pur alpha in der Phase der 
frühen Genaktivierung des viralen JC-Promotors (Chen et al., 1995)86
Virales Agnoprotein des späten JC-
Promotors
Repression des eigentlich aktivierenden Effekts des viralen 
Agnoproteins durch die Interaktion mit YB-1 (Safak et al., 2002)87
NF-κB/Rel-Protein RelA (p65) Einfluss auf die basale und die p65-vermittelte Transaktivierung des 
späten viralen JC-Promotors mit einem synergistischen Effekt auf die 
Transkription (Raj et al., 1996)88
Tumor-Suppressorgen p53 Interaktion zwischen p53 und YB-1 über 3 unterschiedliche Domänen 
von YB-1. p53 benötigt YB-1 zur Aktivierung des p21-Gens.
Komplexbildung zwischen YB-1, AP2 und p53 im Bereich des 
Gelatinase A-Promotors, der in neoplastischen Zellen zu einer 
Aktivitätssteigerung führt (Okamoto et al., 200044; Mertens et al., 
2002)89
Transkriptionsfaktor AP2 Synergistische Aktivierung der Transkription des MMP-2-Gens 
(Mertens et al., 1998)33
Multivalentes Zinkfingerprotein 
CTCF
Steigerung der  reprimierenden Wirkung von CTCF auf den c-myc-
Onkogen-Promotor (Chernukhin et al., 2000)46
TAR, Tat Tat-induzierte Aktivierung des HIV-1 Promotors und  Vermittlung einer 
TAR-Tat-Komplexbildung (Ansari et al., 1999)56
Zona occludens Protein-1 (ZO-1) Repression des c-erb-Promotors. Sobald es zur Adhäsion von ZO-1 
exprimierenden Zellen kommt, wird YB-1 an die ZO-1-Moleküle 
rekrutiert und der inhibitorische Effekt auf die c-erb-Expression wird 
aufgehoben. (Balda und Matter, 2000)90
Smad3 Antagonisierung der TGF-β-induzierten Aktivierung der 
Kollagensynthese (Higashi et al., 2003)42
Translation/Spleißen
Ribonukleoprotein K (hnRNP K) Einfluss auf RNA-Export und zytoplasmatische RNA-Verarbeitung 
(Shnyreva et al., 2000)91
Nukleolin Stabilisierung der mRNA von Interleukin-2 (Chen et al, 2000)64
Iron-regulatory protein-2 (IRP-2) Aufhebung der inhibierenden Wirkung von IRP-2 auf die Translation der
Ferritin mRNA (Ashizuka et al., 2002)92
Ewings’ sarcoma protein (EWS) Maligne Transformation durch Rekrutierung der RNA Polymerase II und
Vermittlung des Spleißvorgangs innerhalb der prä-mRNA des
adenoviralen E1A-Minigens (Chansky et al. 2001)69
Spleißfaktor SRp30c Einfluss auf das alternative Spleißen im Bereich der mRNA des
adenoviralen E1A Minigens (Raffetseder et al., 2003)68
Zytoplasmatischer Transport
Mikrofilamentprotein Aktin Verbindung zwischen mRNA und zytoplasmatischem Transport über
Mikrofilamente (Ruzanov et al., 1999)19
DNA-Reparatur
Humane Endonuklease III Steigerung der Aktivität der humanen Endonuklease III, durch welche 
die Exzision mutierter Basen initiiert wird (Marenstein et al, 2001)93
Proliferating cell nuclear antigen 
(PCNA)
Erkennung von durch Cisplatin modifizierten DNA-Molekülen und DNA-
Reparatur (Ise et al., 1999)35
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1.1.6 Fragmentierung und Multimerisierung von Proteinen
Man kann YB-1 auch als Shuttle-Protein bezeichnen, da es in beiden Zellkompartimenten 
vorkommt und je nach Lokalisation unterschiedliche Funktionen wahrzunehmen scheint. In 
Abhängigkeit seiner Lokalisation übernimmt YB-1 unterschiedliche regulatorische 
Aufgaben in vielen RNA- und DNA-abhängigen Reaktionen. YB-1 kann spezifisch durch 
das 20S-Proteasom proteolytisch gespalten werden. Dieses Enzym spaltet ein C-
terminales 105 Aminosäuren langes YB-1-Fragment ab. Dieses Fragment enthält die 
sogenannte cytoplasmic retention site (CRS). Es konnte gezeigt werden, dass unter 
zellulären Stressbedingungen eine 20S-Proteasom-vermittelte Akkumulation eines 
proteolytisch gespaltenen Teilstückes im Zellkern stattfindet. Die proteolytische Aktivität 
von Proteasomen scheint eine wichtige Rolle in der Funktion von YB-1 zu spielen, 
besonders unter Zellstress-Konditionen.94
Für das Tumorsuppressorprotein p53 konnte gezeigt werden, dass seine Acetylierung zu 
einer Tetramerisierung des Proteins führt. Diese Tetramerbildung ist einerseits nötig für 
die PTEN-p53-Interaktion und schließlich auch für den Erhalt der Acetylierung von p53. 
Das Tumorsuppressorprotein p53 kann, ähnlich wie YB-1, unter anderem über die 
spezifische Bindung an DNA-Sequenzen die Transkription seiner Zielgene kontrollieren.95
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1.2 Acetylierung
Posttranslationale Modifizierungen von Proteinen in Form von Acetylierung, 
Phosphorylierung, Glycosylierung, Methylierung, Ubiquitinylierung, ADP-Ribosylierung,
SUMOylierung und vielen anderen mehr bieten weitere Möglichkeiten, die 
Proteinfunktionen innerhalb der Zelle zu steuern und zu kontrollieren.
Die Acetylierung von Proteinen ist eine der häufigsten Modifikationen in eukaryotischen 
Zellen. Über 50% der löslichen Proteine tragen diese kovalente Modifikation (Max-Planck-
Forschungsstelle für Enzymologie der Proteinfaltung, rospert@enzyme-halle.mpg.de).
Bei der Acetylierungsreaktion von Aminosäuren wird eine Acetylgruppe entweder auf die 
α- oder die ε-Aminogruppe der Aminosäure übertragen. Als Überträger der Acetylgruppe 
dient das Enzym Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA). Die Reaktion wird durch 
Acetyltransferasen katalysiert. Die α-Aminogruppe stellt die Position am zentralen 
Kohlenstoffatom von Aminosäuren dar. Die Acetylierung am Kohlenstoffatom der 
Seitenkette von Aminosäuren wird als ε-Aminogruppe bezeichnet, wie beispielsweise bei 
der Acetylierung von Lysinen.
In Abbildung 1.2 befindet sich im linken Teil die Aminosäure Lysin, eingebaut in die 
Proteinstruktur. Bei der Acetylierungsreaktion wird nun eine Acetylgruppe mit Hilfe von 
AcetylCoenzym A und einer Acetyltransferase auf die ε-Aminogruppe des Lysins 
übertragen. Im rechten Teil ist dann das acetylierte Lysin dargestellt.
Die Acetyltransferasen unterteilen sich in mehrere Untergruppen und können, wie in 
Tabelle 3 ersichtlich, klassifiziert werden. Eine sehr häufige posttranslationale Modifikation 
in Eukaryoten ist die irreversible aminoterminale Acetylierung von Proteinen durch N-
Acetyltransferasen (NATs). Die N-Acetyltransferase ist verantwortlich für die Acetylierung 
der am häufigsten auftretenden N-terminalen Aminosäuren Serin, Alanin, Threonin und 
Glycin. Die reversible Lysinacetylierung wird durch Histon- und Faktor-Acetyltransferasen 
(HATs und FATs) vermittelt. Durch die HATs werden hauptsächlich Histone acetyliert. Es 
gibt aber auch Nicht-Histon-Proteine, die auf diese Weise acetyliert werden, wie
beispielsweise transkriptionelle Aktivatoren und Koaktivatoren. Die Tatsache, dass es 
einerseits durch Proteinacetylierung zu einer Konformationänderung kommen kann und 
andererseits Histone und Transkriptionfaktoren acetyliert werden, lässt vermuten, dass 
Lysin-Acetylierung der Kontrolle von DNA-Bindung, Proteininteraktion, Synthese, 
Lokalisation und Stabilität von Proteinen sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern 
dient.96-98
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Abbildung 1.2 Acetylierung von Lysinresten.
1.2.1 Klassifikation der Acetyltransferasen
Alle Histonacetylasen (HATs) werden in eine von zwei Kategorien eingeteilt: Typ A sind im 
Zellkern lokalisiert, während Typ B im Zytoplasma vorliegen. Typ B HATs acetylieren neu 
synthetisierte freie Histone im Zytoplasma für den Tansport in den Zellkern, wo sie dann 
deacetyliert und ins Chromatin eingebaut werden. Typ A HATs acetylieren nukleosomale 
Histone innerhalb der Chromatinstruktur des Zellkerns und erleichtern so die Transkription. 
Tabelle 3 zeigt die Acetyltransferasen, die aufgrund von Sequenzhomologien in sechs 
verschiedene Gruppen eingeteilt worden sind.
Die Histonacetyltransferasen (HATs) transferieren Acetylgruppen von Acetyl-CoA auf die 
ε-Aminogruppe von Lysinen. Durch diese Lysinacetylierung werden die Histon-DNA-
Interaktion und Nukleosom-Nukleosom-Interaktion verändert. Da eine Acetylierung zu 
einer Konformationänderung der Proteine führt, kann auch der Zugang des 
Transkriptionsapparates zu einem bestimmten Genlocus ermöglicht werden.
Die am besten untersuchte Gruppe ist dabei die sogenannte GNAT superfamily (Gcn5-
related N-Acetyltransferase). Hier sind die Acetyltransferasen zusammengefasst, die sich 
hinsichtlich homologer Regionen und acetylierungs-bezogener Motive (Motiv A-D) ähneln.
Zu dieser Gruppe gehört auch pCAF.97
Eine weitere Gruppe ist die MYST-Family, benannt nach den ersten zugehörigen 
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Acetyltransferasen: MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 und Tip60. Diese Enzyme wurden aufgrund 
ihrer ähnlichen Sequenz und einer den Acetyltransferasen homologen Region, die auch in 
der GNAT Familie zu finden ist, zusammengefasst.
Eine wichtige Rolle in der Regulation der Transkription haben die beiden 
Acetyltransferasen p300 und CBP. Sie weisen eine homologe Struktur auf und sind 
sowohl HATs als auch FATs. Sie interagieren mit anderen Acetyltransferasen wie GCN5 
und pCAF, mit Kofaktoren der Transkription, mit verschiedenen promotorbindenden 
Transkriptionsfaktoren wie CREB, mit nukleären Hormonrezeptoren und mit Onkoprotein-
abhängigen Aktivatoren wie c-Fos, c-Jun und c-Myb. Sie spielen eine wichtige Rolle in 
Zelldifferenzierung, Zellzykluskontrolle und Apoptose. Mutationen innerhalb einer der 
beiden Acetyltransferasen sind assoziiert mit bestimmten Krebserkrankungen und anderen 
Erkrankungen.
Zur Gruppe der Koaktivatoren nukleärer Rezeptoren zählen Acetyltransferasen, die mit 
Hormonrezeptoren interagieren können. So ist beispielsweise SRC-1 (steroid receptor 
coactivator-1) zur ligandenabhängigen Stimulierung von nukleären Rezeptoren wie 
Glukokortikoid- oder Östrogenrezeptor u.a. fähig. Mitglieder dieser Gruppe interagieren mit 
CBP und pCAF.
Eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors TFIID, das sogenannte TAFII250 (TATA-
binding protein [TBP]-associated factor), ist selbst eine HAT.99 TFIID gehört zum Prä-
Initiationskomplex der RNA-Polymerase II.100,101 So konnte eine direkte Verbindung 
zwischen der Acetylierung und einer aktivierten Transkription gezeigt werden.
Ebenso konnte eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors TFIIIC, ein Transkriptionsfaktor 
der RNA-Polymerase III, als HAT identifiziert werden.102 TFIIIC selbst bindet an die 
Promotor-DNA und fördert die Bindung von TFIIIB und der RNA-Polymerase III.103
Für pCAF, p300/CBP und TAFII250 konnte auch eine FAT-Aktivität nachgewiesen werden. 
Sie acetylieren also auch Nicht-Histon-Proteine (z.B. HMG1, HMG2), 
Transkripitionsaktivatoren (z.B. p53, c-Myb, E2F) und Koaktivatoren (z.B. ACTR und SRC-
1) sowie Transkriptionsfaktoren (z.B. TFIIE, TFIIF), Importin-α7 und α-Tubulin.97 In der 
Literatur ist eine Interaktion von Sirt1 mit pCAF und dem muskulären Transkriptionsfaktor 
MyoD beschrieben worden.104
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Tabelle 3 Klassifikation der Acetyltransferasen nach Sequenzhomologien mit der Darstellung des 
Einflusses auf die Transkription. Die unterstrichenen Acetyltransferasen wurden im Ergebnisteil 
hinsichtlich der Interaktion mit YB-1 untersucht.
Acetyltransferasen Vorkommen Einfluss auf die 
Transkription
GNAT
HAT1 Hefe bis Mensch unbekannt
Gen5 Hefe bis Mensch Koaktivator
PCAF Mensch, Maus Koaktivator
Elp3 Hefe Elongation
Hpa2 Hefe unbekannt
MYST
Sas2 Hefe Repression
Sas3 Hefe Repression
Esa1 Hefe Progression des Zellzyklus
Tip60 Mensch HIV Tat Interaktion
MOZ Mensch chromosomale Translokation
MORF Mensch unbekannt
HBO1 Mensch ORC Interaktion 
p300 verschiedene Vielzeller Koaktivator
CBP verschiedene Vielzeller Koaktivator
Koaktiv. nukl. Rezeptoren
SRC-1 Mensch, Maus Hormonsignale
ACTR Mensch, Maus Hormonsignale
TIF2 Mensch, Maus Hormonsignale
TAFII250 Hefe bis Mensch TBP-assoziierter Faktor
TFIIIC
TFIIIC220 Mensch Initiation der RNA-Polymerase III
TFIIIC110 Mensch Initiation der RNA-Polymerase III
TFIIIC90 Mensch Initiation der RNA-Polymerase III
Bei dem durch DNA-Schädigung induzierten Transkriptionsfaktor p53 stellt die 
Acetylierung durch p300 einen wichtigen Aktivierungsmechanismus dar.105-107 Durch diese 
posttranslationale Modifikation wird sowohl seine subzelluläre Lokalisation reguliert, als 
auch die Tetramerstruktur von p53 stabilisiert, wodurch es zur sequenzspezifischen DNA-
Bindung und Regulation der Transkription einer Reihe von Genen der Apoptose und des 
Zellzyklus` kommt. Antagonisiert werden diese Vorgänge durch die Deacetylasen HDAC-
1108,108,109 und Sirt1.110,111
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1.2.2 YB-1 und die Acetyltransferase CBP
Das CREB binding protein CBP ist eine Acetyltransferase. CBP ist ein Koaktivator des 
CREB-bindenden Proteins und beteiligt an der cAMP-induzierten Genexpression. Ein 
Zusammenhang zwischen CBP und YB-1 konnte bereits von Montani et al.112 gezeigt 
werden, als sie die veränderte MHCII (major histocompatibility complex II)-Genexpression 
bei Autoimmunthyreoditiden untersuchten. Sie stellten fest, dass Interferon-γ sowohl die 
Klasse II Antigenexpression als auch die veränderte Genexpression von HLA-DRα
induziert. Die ansteigende Expression ist assoziiert mit einer vermehrten Bildung eines 
spezifischen Protein/DNA-Komplexes, der CBP enthält. Es gibt zwei Faktoren, die dafür 
bekannt sind, Klasse II Genexpression zu regulieren: CIITA (class II transactivator) und 
das Y-box bindende Protein. Dabei wird CIITA durch Interferon-γ induziert. Sie führen zu 
einer gesteigerten Protein/DNA-Komplexbildung und damit zu einer gesteigerten Klasse II 
Genexpression. Gehemmt wird die Komplexbildung durch Kotransfektion von thyreoidalem 
Y-box Protein, das die MHC Klasse I Genexpression in Ratten-FRTL-5-Thyreozyten 
hemmt.
Higashi et al.42 haben antagonistische Effekte von TGF-β (transforming growth factor-β) 
und Interferon-γ auf die Kollagensynthese in humanen dermalen Fibroblasten untersucht. 
YB-1 wird durch Interferon-γ induziert und hemmt die TGF-β-stimulierte Transkription von 
COL1A2 (α2(I) procollagen), indem es die Smad3-p300-Interaktion unterbricht. Einerseits 
interagiert YB-1 dabei mit dem IgRE (Interferon-γ response element), das innerhalb der 
proximalen Promotorregion von COL1A2 gelegen ist. Andererseits bindet YB-1 sowohl an 
Smad3, welches an TbRE (TGF-β responsive element) gebunden vorliegt, als auch an 
p300, das direkt mit TGF-β/Smad3 interferiert. Da ein Heterotrimer aus Smad3/YB-1/p300 
nicht nachgewiesen werden konnte, bindet YB-1 wahrscheinlich an die gleiche Region von 
p300 wie auch Smad3.
1.2.3 Histondeacetylasen
Sowohl Histonacetylasen (HATs) als auch Histondeacetylasen (HDAC) sind in allen 
eukaryoten Zellen vorhanden. Histonacetyltransferasen acetylieren Histone. Die
acetylierten Histone tragen weniger positive ε-NH2+-Gruppen, so dass eine Interaktion 
zwischen DNA und Histonen schwächer wird. Dadurch liegt die Chromatinstruktur relaxiert 
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vor und Gene können leichter transkribiert werden. Histondeacetylasen haben den 
entgegengesetzten Effekt, sie führen zu einer Kondensation der Chromatinstruktur, indem 
sie Acetylgruppen von acetylierten Lysinresten abspalten. Histondeacetylasen werden in 
drei Klassen eingeteilt (siehe Tabelle 4 Klasse I-III). HDAC1-3 und 8 zählen zur Klasse I,
Klasse II enthält HDAC 4-7, 9 und 10. Die sieben Mitglieder der Klasse III werden Sirtuine 
(Sirt1-7) genannt. Die HDAC´s können durch Trichostatin A (TSA) und n-Butyrat gehemmt 
werden. Mitglieder der Klasse III werden durch Nicotinamid gehemmt. Bisher ist wenig 
über die Funktion der Sirtuine bekannt; es konnte gezeigt werden, dass die Haupt-
Zielproteine der Sirtuine Transkriptionsfaktoren wie p53, FOXO (forkhead transcription 
factors) family, NF-κB (nuclear factor κB) und Ku70 sind. Ein weiteres Charakteristikum 
der Sirtuine ist die Abhängigkeit ihrer Aktivität von NAD+. Insofern lassen sich die 
Histondeacetylasen auch in zwei Kategorien einteilen: Die „klassischen“ HDACs, deren 
Aktivität unabhängig von NAD+ ist (Klasse I und II) und die NAD+-abhängigen HDACs, die 
die Sirtuine enthalten. Humanes Sirt1 ist im Zellkern lokalisiert und scheint dort auf 
verschiedenen Wegen die Transkription zu hemmen.104,113,114
Die Acetylierung von p53 durch die Acetyltransferase p300 fördert seine Aktivität, wobei
HDAC-1108,109 und Sirt1110,111 p53 durch Deacetylierung hemmen. So wird z.B. durch die 
Sirt1-vermittelte Deacetylierung von p53 die Induktion der Apoptose und das verlängerte 
Überleben der Zellen mit DNA-Schaden gehemmt.104
Tabelle 4 Klassifikation der Histondeacetylasen nach Homologie zu Hefe-Histondeacetylasen.
Klasse I Klasse II Klasse III
RPD3 HDAC-4 Sirt1
HDAC-1 HDAC-5 Sirt2
HDAC-2 HDAC-6 Sirt3
HDAC-3 HDAC-7 Sirt4
HDAC-8 HDAC-9 Sirt5
HDAC-10 Sirt6
Sirt7
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1.3 Phosphorylierung
Die Proteinphosphorylierung ist ein wichtiger posttranslationaler Kontrollmechanismus in 
der Zelle. Diese Enzymmodifikation erfolgt über spezifische Enzyme, die sogenannten 
Proteinkinasen, die den Transfer einer Phosphatgruppe von einem Donor (beispielsweise
ATP) auf die Seitenketten-Hydroxyl-(OH-)Gruppe einer Aminosäure katalysieren. Diese 
ATP-abhängige kovalente Modifikation erfolgt meist an Seryl-, seltener an Threonyl- oder 
aromatische Tyrosylresten und führt so zu einer Ladungsveränderung in den Proteinen.
Abbildung 1.3 Allgemeiner Mechanismus einer enzymatischen, ATP-abhängigen Phosphorylierung 
und Dephosphorylierung. Phosphoprotein-Pase: Phosphoprotein-Phosphatase
Es gibt verschiedene Kinasen, die zu einer Phosphorylierung von Proteinen in der Zelle 
führen können und die einen entscheidenden Einfluss auf die Aktivierung von 
Stoffwechselwegen und Zellwachstum haben. Nicht zuletzt ist die Phosphorylierung von 
Proteinen Bestandteil des Intermediärstoffwechsels wie beispielsweise des Zitratzyklus 
oder der Glykolyse.
Häufig erfolgen Phosphorylierungen durch Übertragung von Phosphatresten 
energiereicher Phosphate (ATP, PEP, Kreatinphosphat u.a.) auf die entsprechenden 
Moleküle.
Phosphorylierung von Proteinen spielt vor allem im Nervensystem bei der Vermittlung von 
Reizen (Signaltransduktion) eine wesentliche Rolle. Über die Phosphorylierung wird die 
Aktivität von Enzymen (z.B. Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, MAP-Kinasen) und von 
1 Einleitung20
Transkriptionsfaktoren (z.B. c-Jun, CREB) reguliert. Die Phosphorylierung von 
Zytoskelettproteinen (z.B. Tau, Neurofilament) spielt u.a. eine wichtige Rolle in der 
Reorganisation des Zytoskeletts.
Von Bader et al. wurde bereits der Einfluss des PI3-Kinase Stoffwechselweges auf YB-1 
beschrieben. Aber auch Proteinkinase C und Caseinkinasen (proteinkinase CK2) können 
an der Phosphorylierung von Proteinen beteiligt sein. Die letztgenannten Enzyme 
bewirken eine Serin- bzw. Threonin-Phosphorylierung, wohingegen durch die PI3-Kinase 
die Aminosäure Tyrosin phosphoryliert wird.115,116
Sutherland et al.117 haben gezeigt, dass Akt/PKB (proteinkinase B) zu einem 
Tumorwachstum durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren und 
Zellzyklusproteinen führen. Ebenso konnten sie nachweisen, dass aktiviertes Akt mit der 
Expression von YB-1 in Brustkrebszellen (primary breast cancer cells) führt. Aktiviertes Akt 
phosphoryliert YB-1 im Bereich der cold shock Domäne an Ser102.
Proteinkinasen, wie die Proteinkinase CK2, werden vermehrt in Tumorzellen exprimiert 
und ihre Überexpression zeigt einen kausalen Zusammenhang mit dem neoplastischen 
Wachstum der Zellen. Außerdem ist CK2 als Phosphorylierungsenzym für das Überleben 
vieler Viren essentiell.118
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1.4 Ziel der Arbeit
Aufgrund der vielfältigen Funktionen des Y-box Proteins-1 im Zellkern als auch im 
Zytoplasma muss dieses Protein durch posttranslationale Modifikationen verändert und 
„aktiviert“ werden. In der vorliegenden Arbeit werden Untersuchungen zu 
posttranslationalen Modifikationen des Proteins, wie Acetylierung und Phosphorylierung,
untersucht. Als zelluläre Stress-Induktion erfolgen UV-Bestrahlung sowie Hitzeschock-
Behandlung. In den verschiedenen subzellulären Kompartimenten werden YB-1 Proteine 
isoliert und hinsichtlich ihrer Modifikationen analysiert. Besonderes Augenmerk wird 
weiterhin auf eine „proteolytische“ Spaltung des Proteins gelegt. Zudem wird in pull-down
Analysen getestet, ob YB-1 mit Deacetylasen interagiert.
Angestrebt wird mit den gewonnenen Ergebnissen ein Verständnis der 
„Aktivierungsmechanismen“ von YB-1 unter zellulärem Stress.
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2.1 Material
siehe Anhang
2.2 Methoden
2.2.1 Kultivierung von Zellen
Die Kultivierung der Zellen (HEK293T, HEK293) erfolgt bei 37°C in einem Brutschrank mit 
einer 5%igen CO2-Begasung. Die Zellen werden in 75 cm
2 Zellkulturflaschen kultiviert. Je
nach ihren Wachstumseigenschaften werden sie etwa alle 3-7 Tage in eine neue 
Zellkulturflasche passagiert und das Medium alle 3 Tage erneuert. Hierbei wird die 
Zellzahl reduziert, um ein regelmäßiges Wachstum zu gewährleisten. Um die Zellen zu 
passagieren wird das Medium abgesaugt und der Zellrasen einmal vorsichtig mit PBS 
gewaschen. Die Zellen werden durch Zugabe von 20% Trypsin-EDTA in PBS nach etwa 
3-5 Minuten vom Flaschenboden gelöst. Die Trypsinaktivität wird durch Zugabe von FKS-
haltigem Medium gestoppt und die Zellen werden durch gleichmäßiges mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren vereinzelt. Etwa 1/5 bis 1/20 des Volumens wird in eine neue 
Zellkulturflasche gegeben und mit 10ml frischem, steril filtriertem Medium aufgefüllt.
HEK293T-Zellen werden in Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% (v/v) 
FKS, 2 mM Glutamin, 100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin kultiviert. Ihre 
Verdopplungszeit beträgt 20-24 Stunden. Zu den HEK293 (siRNA-Zellen) wird zusätzlich 
10% G418 dazu gegeben.
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2.2.2 Arbeit mit Bakterien
LB-Flüssigmedium (für E.coli):
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
100 µl NaOH (10N)
ad 1000 ml Aqua dest.
LB-Mediumplatten (Ampicillin- oder Kanamycin-enthaltend):
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl 
100 µl NaOH (10N)
15 g Agar 
ad 1000 ml Aqua dest.
Die Antibiotikastammlösungen werden von der Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen und 
bei -20°C aufbewahrt.
Nachdem das Medium autoklaviert (121°C, 20 Minuten) wurde und auf etwa 55°C 
herunter gekühlt ist, werden die Antibiotika in den unten angegebenen Konzentrationen 
dazugegeben. Danach wird das Medium unter einer sterilen Arbeitsbank in Petrischalen 
(∅100mm) gegossen und zur Polymerisation ca. 30 Minuten stehen gelassen. Die 
Mediumplatten werden bis zum Gebrauch kopfüber bei 4°C dunkel aufbewahrt.
Antibiotika-Konzentrationen im Medium: Ampicillin: 100 µg/ml
Kanamycin 25 µg/ml
SOB-Medium: 0,2% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
2 Material und Methoden24
SOC-Medium: Das SOC-Medium wird für jeden Versuch dem Bedarf 
entsprechend neu angesetzt.
SOB-Medium
10 mM MgCl2 (steril filtriert)
10 mM MgSO4 (steril filtriert)
20 mM Glukose 
2.2.2.1 Hitzeschocktransformation
Zur Hitzeschocktransformation werden transformationskompetente E. coli-Stämme 
verwendet. Sie erfolgt nach einem Protokoll von Inoue et al. (1990). Die hierbei zu 
erreichende Effizienz liegt bei 106 Transformanten/µg Plasmid-DNA. Zu 200 µl der auf Eis 
aufgetauten E.coli wird 5 µl der Plasmid-DNA gegeben. Das Ganze wird 10-45 Minuten 
auf Eis inkubiert. Danach erfolgt der Hitzeschock für 45 Sekunden bei 42°C im 
Wasserbad. Die Probe wird für 10 Minuten auf Eis gestellt. Dann wird 1 ml SOC-Medium 
ohne Antibiose hinzugegeben und bei 37°C für 45 Minuten ebenfalls im Wasserbad 
inkubiert. 200 µl werden auf einer LB-Mediumplatte mit entsprechender Antibiotika-
Resistenz ausgestrichen. Die Beurteilung des Wachstums erfolgt nach 24-stündiger 
Inkubationszeit bei 37°C im Wärmeschrank.
2.2.2.2 Vorkultur zur Maxi-Präparation von Plasmiden
Zur Vorkultur werden zu 5 ml LB-Medium eine Kultur des Glycerolstocks bzw. eine Kultur 
der LB-Mediumplatte verwendet. Die Vorkultur inkubiert dann für 5 Stunden bei 37°C im 
Schüttler. Danach kann die Bakterienkultur für eine Maxi-Präparation über Nacht 
angesetzt werden.
2.2.2.3 Einfrieren und Lagerung von Bakterien
Von einer gewachsenen Über-Nacht-Bakterienkultur werden 500 µl in ein Eppendorfgefäß 
überführt. Hinzu kommen 500 µl autoklavierten Glycerols. Die Suspension wird gevortext 
und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Bakterienstöcke werden bei -70°C 
gelagert. Der Glycerolstock kann dann wiederum für eine Vorkultur verwendet werden.
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2.2.2.4 Maxipräparation
E1-Lösung (Resuspendierung):
50 mM Tris
10 mM EDTA
pH 8,0
RNase (100µg/ml E1)
E2-Lösung (Zelllyse):
200 mM NaOH
1% SDS
E3-Lösung (Neutralistion):
3,1 mM Potassium Acetat
pH 5,5
E4-Lösung (Säulenequilibrierung):
600 mM NaCl
100 mM Natrium Acetat
0,15% TritonX-100
pH 5,0
E5-Lösung (Waschen der Säulen):
800 mM NaCl
100 mM Natrium Acetat
pH 5,0
E6-Lösung (DNA-Elution):
1250 mM NaCl
100 mM Tris
pH 8,5
Die Maxi-Präparation erfolgt nach dem Protokoll von JETSTAR (GenoMed).
Die Bakteriensuspension aus der Über-Nacht-Kultur wird in verschließbare, sterile 
Röhrchen umgefüllt und bei 4000 U/min über zehn Minuten zentrifugiert. Das Pellet wird 
2 Material und Methoden26
mit der E1 zu einer homogenen Lösung resuspendiert. Für die anschließende Zelllyse wird 
Lösung E2 verwendet, die fünf Minuten inkubieren muss. Neutralisiert wird danach mit 
Lösung E3. In neuen sterilen Röhrchen wird bei 20°C zehn Minuten lang bei ≥ 15.000xg 
zentrifugiert. Der Überstand wird auf die Säulen gegeben, die vorher mit Lösung E4 
equilibriert worden sind. Ist die Suspension vollständig durchgelaufen, folgt ein 
Waschschritt mit E5. Danach kann das Plasmid eluiert werden (Lösung E6). Die nun in 
Lösung befindliche DNA wird mit 70%igem Isopropanol präzipitiert und bei 4°C für 30 
Minuten bei ≥ 15.000xg zentrifugiert. Danach wird die Plasmid-DNA mit 70%igem Ethanol 
gewaschen und noch einmal zentrifugiert. Zuletzt muss das Pellet unter sterilen 
Bedingungen luftgetrocknet werden, um es dann in TE-Puffer aufzunehmen.
2.2.3 Proteinanalyse
2.2.3.1 Transiente Transfektion mit Kalzium-Phosphat
2x-HEPES gepufferte Salzlösung (2fach-HBS-Puffer)
280 mM Natriumchlorid
10 mM Kaliumchlorid
1,5 mM di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
12 mM Dextrose
50 mM HEPES
TE autoklaviert oder sterilfiltriert
10 mM Tris
1 mM EDTA pH 7,4
CaCl2 autoklaviert
2 M Kalziumchlorid
Um eine Überexpression eines bestimmten Proteins in Zellen zu erreichen, wurde die 
transiente Kalzium-Phosphat-Transfektion verwendet. Dafür wird das Plasmid, das für das 
jeweilige Protein kodiert oder bei einer Kotransfektion zwei verschiedene Plasmide 
verwendet. 24 Stunden vor der Kalzium-Phosphat-Transfektion werden die Zellen 
ausgesät. Dabei gilt es für 75 cm2 Zellkulturflaschen 3x106 Zellen, für Sechslochplatten 
2x105 Zellen auszusäen. Die allgemeinen Mengenangaben der Transfektionsansätze 
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beziehen sich auf die Transfektion von 75 cm2 Zellkulturflaschen, die in Klammern
stehenden auf die Transfektion von Sechslochplatten. Bei der Transfekion wird zunächst 
242 µl (72,5 µl) 2fach-HBS-Puffer in einem Polysterenröhrchen vorgelegt. In ein zweites 
Polysterenröhrchen werden 212 µl (63,5 µl) abzüglich des Volumens der DNA an TE-
Puffer hineinpipettiert; dazu wird 20 µg (1µg) DNA des zu exprimierenden Plasmids 
gegeben. Erfolgt eine Kotransfektion von zwei verschiedenen Plasmiden, so werden 10 µg 
(1µg) des einen und 10 µg (1µg) des zweiten Plasmids pipettiert. Danach lässt man unter 
Vortexen auf niedriger Stufe langsam 30 µl (9µl) Kalzium hineintropfen. Nun wird der 
Ansatz des zweiten Röhrchens ebenfalls unter Vortexen in das erste Röhrchen pipettiert. 
Dieser Ansatz muss 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren. Nach vorsichtigem 
herauf- und herunterpipettieren wird die Flüssigkeit direkt auf die Zellen getropft. Jetzt 
werden 10 µl (3 µl) Chloroquin dazugegeben, um die Aufnahme der DNA in die Zellen zu 
erleichtern. Nach fünf Stunden findet ein Mediumwechsel statt, es werden 15 ml (3 ml) 
frischen DMEM-Mediums zu den Zellen gegeben, nachdem das alte Medium abgesaugt 
worden ist. Nach 48 Stunden können die Zellen geerntet oder mit Substanzen wie PDGF-
BB und Interferon-γ stimuliert werden.
2.2.3.2 Zellernte und Zelllyse
Für die Zelllyse wurden zwei verschiedene Verfahren verwendet, die im Folgenden 
beschrieben werden.
Zellernte und -lyse mit Trypsin-EDTA:
Das Medium wird abgesaugt und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Das Ablösen der 
Zellen erfolgt durch Zugabe 2 ml Trypsin-EDTA. Lösen sich die Zellen, so können 8 ml D-
MEM-Medium dazugegeben werden. Nach mehrmaligem herauf- und herunterziehen mit 
der Pipette wird der Inhalt der Mediumflasche in ein 50ml-Falcon überführt. Es folgt eine 
Zentrifugation bis 1000 rpm für zehn Minuten bei Raumtemperatur. Der Überstand wird 
anschließend verworfen und das Pellet mit 10 ml PBS resuspendiert. Nun wird noch 
einmal bis 1000 rpm für zehn Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Für die Zelllyse wird das Zellpellet in 500 µl RIPA-Puffer (in 10 ml RIPA-Puffer ist eine 
Tablette des Proteinaseinhibitors Complete Mini gelöst) aufgenommen. Durch eine 2 ml-
Spritze wird das resuspendierte Pellet auf- und abgezogen. Für 15 Minuten muss es im 
Überkopfschüttler bei 4°C inkubieren, danach wird es für 15 Minuten bei 4°C und 14000 
rpm zentrifugiert. Der Überstand enthält jetzt das gesamte Zelllysat und kann für die 
Immunpräzipitation eingesetzt werden.
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Zellernte und -lyse mit Zytoplasma-Kern-Fraktionierung:
Die adhärenten Zellen werden mit 10 ml PBS gewaschen. Danach werden die Zellen mit 5 
ml PBS ohne Mg/Ca versetzt und einem Zellschaber vom Untergrund gelöst und in ein 
Falcon überführt. Die Flasche wird noch einmal mit 5 ml PBS gespült. Nach der 
Zentrifugation bei 2000 rpm für fünf Minuten bei 4°C wird der Überstand verworfen. Das 
Pellet wird daraufhin in 500 µl PBS resuspendiert und in ein Eppendorfgefäß überführt. 
Die Zentrifugation wird wiederholt. Der Überstand wird wiederum verworfen, damit das 
Pellet in 200 µl Puffer A aufgenommen und resuspendiert werden kann. Diese Suspension 
lässt man für zehn Minuten auf Eis schwellen. Bevor die Zellkerne bei 2000 rpm und 4°C 
fünf Minuten abzentrifugiert werden, muss die Probe für zehn Sekunden gevortext werden. 
Der Überstand wird nach der Zentrifugation abpipettiert und in ein frisches 
Eppendorfgefäß überführt. Das Pellet  muss in 50 µl Puffer C aufgenommen werden und 
20 Minuten auf Eis inkubieren. Um das Kerngerüst abzuzentrifugieren wird die Zentrifuge 
auf 14000 rpm, 4°C und 5 Minuten gestellt. Der Überstand wird ebenfalls in ein frisches 
Eppendorfgefäß überführt. Die Lysate können für weitere Versuche eingesetzt werden.
Puffer A: 10 mM HEPES KOH pH 7,9 (0,5 M)
1,5 mM MgCl2 (1 M)
10 mM KCl (3 M)
frisch dazu: 0,5 mM DTT (1 M)
1 mM SOV (200 mM)
1 Tbl. Proteinase-Inhibitor in 1 ml Aqua dest. ( 40 µl/2 ml)
Puffer C (100 ml Stock): 20 mM HEPES KOH 7,9 (0,5 M)
1,5 mM MgCl2 (1 M)
420 mM NaCl (5 M)
0,2 mM EDTA (0,5 M)
25 % Glycerol
frisch dazu: 0,5 mM DTT (1 M)
1 mM SOV (200 mM)
1 Tbl. Proteinase-Inhibitor in 1 ml Aqua dest. (40 µl/2 ml)
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2.2.3.3 Proteinbestimmung
Eine Proteinbestimmung der Zelllysate wurde durchgeführt, um die Proteinmengen der 
einzelnen Proben untereinander anzugleichen.
Zur Proteinbestimmung wird ein Proteinstandard (hergestellt aus Rinderserumalbumin, 
Lagerung bei -20°C, Sigma) verwendet. Es wird eine 1:100-Verdünnung mit Aqua ad 
injectabile angesetzt (1µg/10µl). Außerdem wird der Bio-Rad-Protein-Assay 
(Farbstoffkonzentrat, bei 4°C gelagert) mit H2O 1:5 verdünnt und durch einen Papierfilter 
filtriert.
In die Halbmikroliterküvetten wird zunächst für die Standardkurve in absteigender 
Konzentration (immer 10 µl weniger) 800 µl; 790 µl; 780 bis schließlich 730 µl H2O
gegeben. Für die zu messenden Proben nimmt man 790 µl H2O. Danach werden 200 µl 
der filtrierten Farbstofflösung dazu pipettiert. Nun wird für die Standardkurve der 
Proteinstandard in aufsteigender Konzentration nach folgendem Schema pipettiert: In den 
ersten Ansatz kein Proteinstandard (Referenzwert), dann 10 µl, 20 µl, 30 bis 70 µl, so dass 
sich schließlich in allen Ansätzen das gleiche Volumen (800 µl) befindet. Von den Lysaten 
werden jeweils 10 µl pipettiert. Nach Mischen muss der Ansatz für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubieren. Die Absorption wird bei 595 nm gemessen. Anschließend 
wird anhand der Standardprobenergebnisse eine Standardkurve erstellt. Mit Hilfe dieser 
Standardkurve können die Proteinkonzentrationen der jeweiligen Lysate ermittelt werden.
2.2.3.4 Immunpräzipitation
RIPA-Puffer:
RIPA-Puffer1 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
150 mM NaCl 
1% (w/v) Nonidet P-40
0,25% (w/v) Natriumdeoxycholat    
1 mM EDTA
1 (nach: http://www.upstatebiotechnology.com/support/protocols/prep.html)
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Vorbereitung von Pansorbin:
100 µl des gelösten Pansorbins werden in ein frisches Eppendorfgefäß mit einer 
vorne abgeschnittenen Pipettenspitze geben. Es werden 100 µl PBS dazu pipettiert. 
Nach kurzem Vortexen wird die Probe für 2 Minuten bei 4°C und 14.000 rpm 
abzentrifugiert. Der Überstand muss nun abpipettiert und verworfen werden. Das 
Pellet wird in 1000 µl PBS resuspendiert. Danach wird erneut zentrifugiert. Der 
Überstand wird wieder verworfen und das Pellet im doppelten des 
Ausgangsvolumens resuspendiert.
Die Immunpräzipitation dient dazu, ein bestimmtes Protein aus dem Zelllysat mittels 
Antikörperdetektion anzureichern und möglichst nur dieses Protein bzw. Veränderungen 
an diesem Protein darstellen zu können.
Zunächst findet ein Reinigungsschritt statt. Dazu werden 200 µl des Zelllysats für 1h mit 2 
µl unspezifischem Anti-Maus IgG1 und 20 µl vorbereitetem Pansorbin inkubiert. Danach 
wird die Probe für 15 Minuten bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wird 
abgenommen und in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Danach werden 2 µl des 
unverdünnten Antikörpers (Anti-GFP bzw. Peptid-generierter Anti-YB-1) zu jeder Probe 
gegeben und für 6-8 Stunden oder über Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler inkubiert. Es 
folgt eine weitere Inkubation mit vorbereitetem Pansorbin für eine Stunde. Danach wird die 
Probe zentrifugiert (für 3 Minuten, 4°C und 14.000 rpm), der Überstand wird verworfen und 
das Pellet in 1000 µl RIPA-Puffer resuspendiert. Nun wird noch neun Mal mit RIPA-Puffer 
gewaschen und hierbei die Eppendorfgefäße gewechselt. Im letzten Schritt wir das Pellet 
entweder direkt in 50 µl Probenpuffer oder in 50 µl RIPA-Puffer mit Proteinase-Inhibitor 
aufgenommen. Wurde die Probe in 50 µl RIPA-Puffer mit Proteinase-Inhibitor 
resuspendiert, so werden 25 µl in ein neues Eppendorfgefäß überführt und 25 µl 
Probenpuffer hinzupipettiert. Nun kann die Probe auf dem Thermoblock (für 3 Minuten bei 
95°C) erhitzt werden. Darauf wird kurz abzentrifugiert und der Überstand im Western Blot
eingesetzt bzw. bei -80°C eingefroren.
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2× Probenpuffer :
2,4 ml Aqua dest.
2,4 ml 4× Sammelpuffer
2,0 ml Glycerol
2,0 ml 10% SDS
200 µl 1% Bromphenolblau
40 µl 0,5 M EDTA
1,0 ml ?-Mercaptoethanol (nur bei reduzierender Methode)
2.2.3.5 Western Blot
Der Western Blot dient der Darstellung von Proteinen, die in der Gelelektrophorese nach 
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert 
worden sind. Die Detektion erfolgt durch Antikörper.
2.2.3.6 Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgt mit der 
diskontinuierlichen SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese). Im sogenannten
Sammelgel werden die Proben gesammelt und anschließend im Trenngel (Resolving-Gel) 
ihrer Größe nach aufgetrennt. Die Porengröße und damit die Wanderungsgeschwindigkeit 
der Proteine kann durch die Acrylamid/Bisacrylamid-Konzentraion variiert werden. Es 
wurden 5-12,5%ige Polyacrylamidgele verwendet. Die SDS-PAGE wird mit einem 
BIORAD-Gelelektrophorese-System durchgeführt. 
Resolving-Puffer
1,5 M Tris Base
pH 8,8
4× Stacking-Puffer
0,5 M Tris Base
pH 6,8
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Acryl-/Bisacrylamid 30% für 100 ml
29,2 g Acrylamid
0,8g Bisacrylamid
30 ml Glycerol (optional)
10 % SDS
Sodiumdodecylsulfat 100 mg/ml
10 % APS
Ammoniumpersulfat 100 mg/ml
10× Running-Puffer
30 g/l Tris pH 8,3
144 g/l Glycin
10 g/l SDS
Zuerst wird das Trenngel zwischen zwei Glasplatten gegossen und mit Wasser 
überschichtet. Nach 20 Minuten, wenn das Gel polymerisiert ist, kann das Wasser 
vorsichtig entfernt werden und das Sammelgel darauf gegossen werden. Der Kamm für 
die Taschen muss sofort in das noch flüssige Sammelgel geschoben werden.
Das polymerisierte Gel wird mit der dafür vorgesehenen Vorrichtung in die Laufkammer 
gesetzt. Nachdem die Laufkammer mit SDS-Running-Puffer gefüllt ist, kann der Kamm 
entfernt werden. Der Überstand der erhitzten und abzentrifugierten Proben (siehe 2.2.5) 
wird auf das Gel aufgetragen. Das β-Mercaptoethanol bewirkt eine Linearisierung des 
Proteins durch Auflösung der Disulfidbrücken. Durch das Anlagern des negativ geladenen 
SDS an die Proteine wird sowohl eine Denaturierung als auch eine einheitliche negative 
Ladung der Proteine erreicht. So bewegen sich die Proteine in dem elektrischen Feld 
entsprechend ihrem Molekulargewicht zu Anode. Als Referenz läuft ein Standard-
Proteinmarker in jedem Gel mit, anhand dessen man das Molekulargewicht erkennen 
kann. Die Gelelektrophorese wird mit 100 V für das Sammelgel gestartet und sobald sich 
die Probe im Trenngel befindet auf 150 V erhöht. 
Das Gel kann entweder in Coomassie-Färbelösung gefärbt werden oder die Proteine 
werden auf Nitrozellulose transferiert.
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Trenngel (Mengenangaben für vier Gele):
Trenngel 5% 7,5% 10% 12,5%
ddH2O ml 11,6 9,6 8 16
Resolving-Puffer ml 5,2 5 5 12,4
10% SDS µl 200 200 200 500
30%Acryl/Bisacrylamid ml 3,6 5 6,8 20,8
TEMED µl 10 10 20 25
10% APS µl 100 100 200 250
Sammelgel (Mengenangaben für vier Gele):
Sammelgel 4%
ddH2O ml 4,8
Resolving-Puffer ml 2
10% SDS µl 80
30%Acryl/Bisacrylamid µl 1040
TEMED µl 12
10% APS µl 120
2.2.3.7 Transfer auf Nitrozellulose
Transfer-Puffer:
3,03 g/l Tris Base 25mM
14,4 g/l Glycin 190 mM
200 ml/l Methanol 20%
ad 1 l ddH2O 
10× TTBS-Puffer :
100 ml Tris 1M
300 ml NaCl 5M
20 ml Tween-20 25%
ad 1 l ddH2O
pH 7,4
5%ige Magermilch:
100 ml TTBS
5 g Magermilchpulver
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Für den Nasstransfer auf Nitrozellulose wird das Gel einmal in Transfer-Puffer gewaschen. 
Die Proteine aus dem Gel werden durch eine angelegte Spannung (100 V, 75 Minuten) 
auf die Nitrozellulose-Membran übertragen. Das Gel wird dabei nach unten gezeigtem 
Schema zwischen Schwämmen und Whatmanfilter geschichtet und ist von Transfer-Puffer 
umgeben.
Sandwich-Aufbau:
Abbildung 2.1 Schematischer Aufbau für den Transfer auf Nitrozellulose-Membran.
Nach dem Transfer wird die Membran in TTBS-Puffer gewaschen. Die unspezifischen 
Bindungen werden durch Inkubation mit 5%iger Magermilch für eine Stunde im 
Wärmeschrank bei 37°C geblockt. 
Gewaschen wird drei Mal für jeweils zehn Minuten in TTBS-Puffer.
2.2.3.8 Detektion mit Antikörpern
Der erste Antikörper wird in TTBS-Puffer verdünnt und für 6-8 Stunden auf die 
Nitrozellulose-Membran gegeben. Danach wird sie drei Mal für zehn Minuten in TTBS-
Puffer gewaschen. Der zweite Peroxidase-gekoppelte Antikörper inkubiert bei 
Raumtemperatur für eine Stunde, es folgen drei weitere Waschschritte. Entwickelt wird mit 
dem ECL-Entwicklungsreagenz von Amersham.
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Anschließend wird die Membran wiederum drei Mal für jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer 
gewaschen.
Die Entwicklung des Blots erfolgt mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham).
Bei der Entwicklung mit dem Anti-Acetyllysin-Antikörper wurde ein leicht verändertes 
Protokoll verwendet. Nach dem Transfer auf Nitrocellulose wird die Membran zwei Mal in 
Wasser gewaschen und für zwei Stunden bei Raumtemperatur in 3%iger Magermilch 
geblockt. Sowohl der erste als auch der zweite Antikörper werden bei diesem Protokoll in 
3%iger Magermilch verdünnt. Zwischen dem ersten und zweiten Antikörper wird zwei Mal
mit Wasser gewaschen. Der zweite Antikörper inkubiert bei Raumtemperatur für eine 
Stunde auf dem Schüttler. Es folgen zwei Waschschritte mit Wasser, danach wird für drei 
bis fünf Minuten in TTBS gewaschen. Anschließend muss der Blot fünf Mal mit Wasser 
gespült werden. Die Entwicklung erfolgt wie gewohnt mit dem ECL-System (Amersham).
Puffer:
Coomassie-Entfärbelösung 40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsäure
Coomassie-Färbelösung 0,1% (w/v) Coomassie Blue R-250
40% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsäure
Coomassie-Färbung
Die Coomassie-Färbung dient dem Sichtbarmachen aller mittels Gelelektrophorese
aufgetrennten Proteine, die als blaue Banden erscheinen. Es wird beispielsweise
eingesetzt, um die Reinheit von rekombinant hergestelltem Protein nachzuweisen.
Das Gel wird nach der SDS-PAGE für 20 Minuten in einer großen Petrischale in 20ml 
Coomassie-Färbelösung gelegt. Die Inkubation in der Entfärbelösung erfolgt ebenfalls 
über 30 Minuten. Gegebenenfalls muss die Entfärbelösung mehrfach gewechselt werden, 
um den Hintergrund zu verringern und so die auf dem Gel angefärbten Proteinbanden 
sichtbar zu machen. 
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2.2.3.9 Strippen von Westernblots
Stripping-Puffer:
7,5 g Glycin
0,5 g SDS
5 ml Tween 20
ad 500 ml ddH2O
pH 2,2
Die Nitrozellulose-Membranen können ein weiteres Mal mit einem anderen Antikörper 
entwickelt werden. Dafür wird die Nitrozellulose-Membran fünf Minuten in TTBS 
gewaschen. Für alle im Folgenden beschriebenen Waschschritte wird die Nitrozellulose-
Membran in einer Petrischale bei Raumtemperatur auf den Schüttler gestellt. Nun wird die 
Membran zwei mal 30 Minuten mit Stripping-Puffer gewaschen. Danach für weitere 30 
Minuten in TTBS. Nach diesem Schritt kann mit ECL überprüft werden, ob das entfernen 
des Antikörpers gelungen ist. Das ECL muss wieder mit TTBS heruntergewaschen 
werden. Danach wird die Nitrozellulose-Membran in 2,5%iger Magermilch für 30 Minuten 
ebenfalls bei Raumtemperatur und auf dem Schüttler geblockt. Bevor man den ersten 
Antikörper über Nacht  bei 4°C inkubieren lässt, wird der Blot für drei Minuten in TTBS 
gewaschen. Für den zweiten Antikörper wird wie oben beschrieben (siehe Abschnitt 
2.2.3.8) verfahren.
2.2.4 Massenspektrometrie
Die Massenspektrometrie wurde 1912 von J.J. Thomson entwickelt. Ihm gelang es 
nachzuweisen, dass das Edelgas Neon aus einer Mischung zweier Isotope mit den
Massen 20 und 22 besteht. Mit Hilfe der Massenspektrometrie2 können anorganische und 
organische Substanzen nach Masse und Häufigkeit sowohl qualitativ als auch quantitativ 
erfasst werden. Alle massenspektrometrischen Geräte sind ähnlich aufgebaut: Es gibt 
einen Ionisator, einen Analysator und einen Detektor. Im Ionisator wird der Analyt ionisiert. 
Dies geschieht thermisch, durch elektrische Felder oder durch Beschuss mit Elektronen, 
Ionen oder Photonen; beispielsweise mittels Laserlicht. Die Analytmoleküle werden mit 
einem Überschuss an Matrix gemischt. Durch Einbindung in die kristalline Matrix wird der 
2 http://www.rzuser.uni-heidelberg.de/~bl5/ms-ocihd.htm
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Analyt kokristallisiert und schließlich durch den Beschuss mit Laser ionisiert.
Die Trennung der Ionen erfolgt im Analysator durch dynamische, elektrische oder
magnetische Felder oder durch die Flugzeit. Aufgetrennt werden die Ionen nach ihrer 
Masse in Abhängigkeit der Auflösung  und des Auflösungsvermögens des jeweiligen 
Gerätes.
Als Detektor können Photomultiplier, Sekundärelektronen-Vervielfacher oder Faraday-
Auffänger verwendet werden.
Die massenspektrometrische Analyse von Proteinen und Peptiden erfolgt mit der so 
genannten MALDI-TOF-Methode. MALDI steht dabei für Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionisation = Matrix-unterstütze Laser-Desorptions-Ionisation; TOF für Time-Of-
Flight.
Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau des Flugzeitmassenspektrometers (MALDI-TOF).
Bei dem Flugzeitmassenspektrometer3 befinden sich in dem Ionisator die zu 
untersuchenden Analytmoleküle, die an die kristalline Matrix gebunden sind. Wird nun ein 
Laserstrahl auf die Matrix gerichtet, lösen sich ionisierte Analytmoleküle aus der 
kristallinen Matrix. Beim Eintritt in den Analysator haben alle Ionen die gleiche Energie. 
Das Flugzeitspektrometer arbeitet im gepulsten Modus, der sich sehr gut für die Ionisation 
durch Laserpulse (MALDI) eignet. Die Ionen weisen beim Eintritt in die feldfreie Zone eine 
leicht unterschiedliche kinetische Energie auf, die man durch Ionenspiegel (Reflektor) 
vereinheitlichen kann. Dadurch wird die Auflösung des Gerätes verbessert. 
Treffen die Analytmoleküle auf den Detektor, werden sie registriert.
3 http://www.vias.org/tmanalytik_germ/hl_ms_tof.html
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Wenn sich die Ionen in der Flugröhre befinden, unterscheiden sie sich lediglich durch ihre 
Masse. Teilchen gleicher kinetischer Energie fliegen mit unterschiedlicher 
Geschwindigkeit, wenn sie verschiedene Massen aufweisen. Bei dieser Methode treffen
schwere Teilchen schneller auf den Detektor als leichte. Es handelt sich also um eine 
Auftrennung und spätere Identifizierung der Moleküle nach ihrer Masse. Die Masse der 
Teilchen errechnet sich aus der Formel in Abbildung 2.3. Beschleunigt man Ionen in einem 
elektrischen Feld mit der Spannung V, so haben die Ionen beim Verlassen des Feldes die 
kinetische Energie q x V, die gleich der Geschwindigkeit ½ x m x v2 sein muss. Dabei ist 
zu beachten, dass alle Größen im rechten Teil der unteren Gleichung konstant sind, außer 
der Geschwindigkeit. Wenn also Ionen unterschiedliche Massen aufweisen, müssen sie 
entsprechend unterschiedliche Geschwindigkeiten haben.
Bei der Auswertung wird die Masse des Analyten bestimmt. Wegweisend ist hier der 
Molpeak, der die Masse des schwersten detektierten Ions wiedergibt. Bei der Bestimmung 
der Strukturformel helfen zudem Massenspektrenbibliotheken.
Abbildung 2.3: Berechnung der Masse der Teilchen. Beschleunigt man Ionen in einem elektrischen Feld 
mit der Spannung V, so haben die Ionen beim Verlassen des Feldes die kinetische Energie q x V, die gleich 
der Geschwindigkeit ½ x m x v2 sein muss.
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3 Ergebnisse
3.1 Acetylierung von YB-1
3.1.1 Lokalisation von Lysinen innerhalb des YB-1 Proteins sowie bekannte 
Protein-Spaltstelle
Um die Acetylierung von Proteinen untersuchen zu können, interessiert zuerst, ob und an 
welcher Stelle innerhalb des Proteins Lysine enthalten sind. Im Falle von YB-1 liegen im 
gesamten Protein sechzehn Lysine vor. Diese Lysine sind in Abbildung 3.1 schematisch 
dargestellt und durch den Buchstaben K gekennzeichnet. Betrachtet man das Volllängen-
YB-1 Protein, so fällt auf, dass elf Lysine im N-terminalen Bereich lokalisiert sind. Vier 
weitere Lysine befinden sich eher am C-terminalen Ende. Lediglich ein Lysin in Position 
170 nimmt eine „Mittelposition“ ein.
Um näher charakterisieren zu können, welche der Lysine in modifizierter, acetylierter Form 
vorliegen, wurden neben dem Konstrukt für das Volllängen-YB-1-GFP Protein, Konstrukte 
für zwei trunkierte YB-1-GFP Proteine ∆1 und ∆2 getestet. Die Teilstücke des YB-1 
Proteins wurden so gewählt, dass ∆1 elf N-terminal gelegene Lysine umfasst, während 
das Deletionskonstrukt ∆2 vier C-terminal gelegene Lysine beinhaltet. Durch diese beiden 
Konstrukte werden somit alle Lysine bis auf das in Position 170 erfasst (umkreist in 
Abbildung 3.1). Als Negativkontrolle dient das GFP Protein allein.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der verwendeten YB-1-GFP Konstrukte und der 
Lokalisation der Lysine. GFP dient als Negativkontrolle. YB-1-GFP ist das Volllängenkonstrukt. Das 
Deletionskonstrukte ∆1 (AS 21-147) enthält die N-terminal im YB-1 Protein gelegenen Lysine, wohingegen 
das Deletionskonstrukt ∆2 (AS 260-317) die vier C-terminal lokalisierten Lysine enthält. Die Lokalisation der 
einzelnen Lysine innerhalb des Volllängenproteins bzw. seiner Deletionskonstrukte ist durch den 
Buchstaben K gekennzeichnet.
Neben der Acetylierung wird auch eine Spaltproduktbildung von YB-1 beobachtet. Eine 
von Sorokin et al.94 beschriebene spezifische Spaltstelle befindet sich vor dem Glycin in 
Position 220. Es konnte gezeigt werden, dass von YB-1 Ubiquitin- und ATP-unabhängig 
ein C-terminales, 105 Aminosäuren langes YB-1 Fragment abgespalten wird. Vermittelt 
wird diese Spaltung über das 20S Proteasom. Wichtig ist, dass die entstandenen 
Fragmente durch das Proteasom nicht weiter abgebaut werden. Die Bindung von YB-1 an 
messenger RNA verhindert diese proteolytische Spaltung. Außerdem konnte gezeigt 
werden, dass es zu einer nukleären Akkumulation des 32 kDa Fragmentes nach 
Behandlung mit Doxorubicin kommt. Sowohl die spezifische Spaltung von YB-1 als auch 
der Einfluss von zellulärem Stress scheinen eine wichtige Rolle für die nukleäre 
Lokalisation des N-terminalen Fragmentes zu spielen. In Abbildung 3.2 ist die Spaltstelle 
auf dem Volllängen-YB-1-GFP Protein durch einen Pfeil markiert.
Abbildung 3.2: 20S Proteasom Spaltstelle innerhalb des YB-1 Proteins. Die von Sorokin et al.94
beschriebene Spaltstelle befindet sich vor dem Gly-220.
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3.1.2 Acetylierung von endogenem YB-1 und YB-1-GFP
Zunächst sollte untersucht werden, ob YB-1 Protein in der Zelle acetyliert vorliegt. Um dies 
zu zeigen, wurden HEK293T-Zellen mit Expressionsplasmiden für GFP (green fluorescent 
protein) bzw. für ein Fusionsprotein aus YB-1 und GFP (YB-1-GFP) transient transfiziert. 
Bei dem YB-1-GFP Fusionsprotein ist der GFP-Tag kovalent an den Carboxyterminus des 
YB-1 Proteins gebunden. Nach der Zellernte und anschließender Zelllyse wurde eine 
Immunpräzipitation der Zelllysate mit einem Antikörper durchgeführt, der spezifisch das 
GFP-Epitop erkennt. Zusätzlich wurde in parallelen Ansätzen mit einem polyklonalen Anti-
YB-1-Antikörper immunpräzipitiert. Bei dem verwendeten Antikörper handelt es sich um
einen Peptidantikörper gegen eine definierte Aminosäuresequenz innerhalb des YB-1
Proteins (Aminosäuren 299 bis 315: 299DGKETKAADPPAENS315). Der Nachweis der 
Expression und der Acetylierung der Proteine erfolgte dann im Western Blot mit einem 
Anti-GFP- und einem Anti-Acetyllysin-Antikörper (siehe Abbildung 3.3).
Abbildung 3.3 YB-1-GFP und endogenes YB-1 Protein liegen in HEK293T-Zellen acetyliert vor. GFP 
bzw. YB-1-GFP wurden in HEK293T-Zellen überexprimiert und aus den Zelllysaten mit Anti-GFP- (Spuren 1
und 3) und Anti-YB-1-Antikörper (Spuren 2 und 4) immunpräzipitiert. Immunpräzipitate wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und die Proteine mit Anti-GFP- (A) bzw. Anti-Acetyllysin-Antikörper (B) detektiert.
Die Testung mit dem Anti-GFP-Antikörper im oberen Teil der Abbildung 3.3 (Teil A, 
Spuren 3 und 4) bestätigt, dass YB-1-GFP in HEK293T-Zellen exprimiert wird. YB-1-GFP 
kann sowohl mit dem Anti-GFP- (Spur 3) als auch mit dem polyklonalen Anti-YB-1-
Antikörper (Spur 4) immunpräzipitiert werden. Im Western Blot ist das YB-1-GFP Protein 
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nach Entwicklung mit einem Anti-GFP-Antikörper als Doppelbande bei 80 und 85 kDa 
nachweisbar. Das endogene YB-1 Protein kann in diesem Blot nicht detektiert werden, 
weil dem endogen in den Zellen vorkommenden YB-1 Protein der für die Erkennung 
notwendige GFP-Tag fehlt.
Entwickelt man mit einem Anti-Acetyllysin-Antikörper (Abbildung 3.3 Teil B), der 
ausschließlich acetylierte Lysine erkennt, werden sowohl eine Doppelbande in Höhe des  
exprimierten YB-1-GFP Proteins (80 und 85 kDa) mit geringer Intensität, als auch eine 
Bande mit der Größe des endogenen YB-1 Proteins (52 kDa) als acetylierte Proteine 
detektiert. Endogenes YB-1 Protein hingegen weist einen hohen Acetylierungsgrad auf 
(Spuren 2 und 4 nach Immunpräzipitation mit dem polyklonalen Anti-YB-1-Antikörper). 
Zudem ist auch endogenes YB-1 Protein als Doppelbande bei 50 und 52 kDa nachweisbar 
(erkennbar bei kürzerer Belichtungszeit).
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sowohl das exprimierte YB-1-GFP 
Fusionsprotein als auch endogenes YB-1 Protein in acetylierter Form in HEK293T-Zellen 
vorliegt.
3.1.3 Acetylierung von YB-1 unter Zellstress
3.1.3.1 Einfluss von UV-Strahlung auf die Lokalisation und den Acetylierungsgrad 
von endogenem YB-1
YB-1 erfüllt eine Vielzahl zellulärer Funktionen wie unter anderem die Regulation der 
Transkription und Translation sowie DNA-Reparatur, so dass für YB-1 sowohl eine 
zytoplasmatische als auch eine nukleäre Lokalisation bekannt ist. Eine Translokation von 
YB-1 in den Zellkern ist von Kohno et al.119 für zelluläre Stressbedingungen wie 
Hyperthermie, UV-Bestrahlung, aber auch in Verbindung mit bestimmten Proteinen (z.B. 
Tumorsuppressor p53, Spleißfaktor SRp30c) beschrieben. In diesem Abschnitt soll die 
Auswirkung von zellulärem Stress auf die Acetylierung von YB-1 untersucht werden. 
Hierfür wurden verschiedene Arten von Zellstress, wie z.B. UV-Bestrahlung oder 
Einwirkung von Hitzeschock, gewählt. Bei diesen Versuchen steht die Frage im 
Vordergrund, ob zellulärer Stress einen Einfluss auf die subzelluläre Lokalisation hat und 
es zu einer Multimerisierung von YB-1 kommt. Beide Phänomene sind bereits als Reaktion 
auf zellulären Stress für andere Proteine in der Literatur beschrieben.120,121
Für die folgenden Untersuchungen wurden HEK293T-Zellen verwendet, die mit UV-Licht 
unterschiedlicher Dosierung bestrahlt wurden. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen für 
3 Ergebnisse 43
weitere drei Stunden in den Brutschrank gestellt. Nach Zellernte und Trennung der 
Zytoplasma- und Kern-Proteine wurden diese Lysate mit einem Anti-YB-1-Antikörper 
immunpräzipitiert. Nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE wurde zur Detektion einer 
Lysinacetylierung im Western Blot ein Anti-Acetyllysin-Antikörper verwendet.
Abbildung 3.4 Unter Zellstress nimmt die Acetylierung von YB-1 Portein zu, das bei höherer 
Bestrahlungsdosis vornehmlich im Zellkern vorliegt. Es wurden HEK293T-Zellen mit UV-Licht in 
aufsteigenden Dosen bestrahlt. Danach verblieben sie weitere drei Stunden im Brutschrank. Nach Zelllyse 
mit Zytoplasma-Kern-Fraktionierung wurden die Lysate mit einem Anti-YB-1-Antikörper immunpräzipitiert. In 
Teil A der Abbildung wurde im Western Blot mit einem Anti-Acetyllysin-Antikörper detektiert. Er zeigt die 
unterschiedliche Acetylierung von YB-1 in Abhängigkeit des zellulären Stresses (**). Unter höchster UV-
Dosis tritt zusätzlich eine hochmolekulare Bande auf (***); in Teil B wurde mit einem Anti-YB-1-Antikörper
(Esnault) entwickelt. (*) zeigt, dass es sich bei der acetylierten Bande um YB-1 Protein handelt. CE: 
zytoplasmatische Fraktion, NE: nukleäre Fraktion.
Mit steigender UV-Bestrahlungsdosis fällt auf, dass endogenes YB-1 unter zellulären 
Stressbedingungen ein höheres Molekulargewicht aufweist als das endogene YB-1 
Protein ohne zellulären Stress. Normalerweise wird endogenes YB-1 ungefähr bei einer 
Größe von 52 kDa im Western Blot detektiert, unter den vorliegenden Bedingungen ist es 
als acetyliertes Protein bei ca. 60 kDa (**) zu finden (YB-1p60). Als Kontrolle wurde in Teil 
B der Abbildung 3.4 mit einem polyklonalen YB-1-Antikörper (Esnault) entwickelt, der 
bestätigt, dass es sich bei der Bande (ca. 60 kDa) um endogenes YB-1 handelt (*). Unter 
Kontrollbedingungen (d.h. ohne UV-Bestrahlung) wird sowohl im Zytoplasma als auch im 
Zellkern kaum acetyliert vorliegendes, endogenes YB-1 Protein gefunden (**). Nach 
geringer UV-Dosis liegt das YB-1 Protein teilweise im Zytoplasma acetyliert vor (Abbildung 
3.4 Teil A, Spur 2). Mit steigender Dosis nimmt die Acetylierung im Zellkern zu. Da mit 
3 Ergebnisse44
steigender UV-Bestrahlung der zelluläre Stress zunimmt und ebenso die Fraktion des 
acetylierten YB-1 Proteins im Zellkern steigt, lässt sich ein Zusammenhang zwischen der 
Acetylierung von YB-1 und der Stresssituation der Zelle herstellen. Möglicherweise stellt
die Acetylierung von YB-1 eine notwendige Vorraussetzung für das Protein dar, in den 
Zellkern zu translozieren.
Zusätzlich zeigt sich in der nukleären Fraktion nach UV-Bestrahlung in höchster Dosis 
eine hochmolekulare Bande bei > 220 kDa (***). Mutmaßlich könnte es sich hierbei um ein 
YB-1 Multimer handeln, wie es z.B. schon für p53 nach Stress durch UV-Bestrahlung 
beschrieben wurde.122
Der Größenunterschied zwischen dem unmodifizierten YB-1 Protein bei 52 kDa und dem 
acetylierten, endogenen YB-1 Protein (bei 60 kDa) lässt sich allerdings nicht allein anhand 
der nachgewiesenen Acetylierung des Proteins begründen. Es sind weitere Modifikationen 
wie Phosphorylierung, SUMOylierung, Glykosylierung etc. notwendig, um dieses 
unterschiedliche Laufverhalten in der SDS-PAGE erklären zu können.
3.1.3.2 Einfluss von Hyperthermie auf die Lokalisation und den Acetylierungsgrad 
von YB-1
Unter der Behandlung mit Hitzeschock und Chemotherapie konnte für 
Kolonkarzinomzellen ein reduziertes Wachstum aufgrund einer Translokation von YB-1 in 
den Zellkern mit Aktivierung der MDR1- und MRP1-Genexpression nachgewiesen 
werden.49 Ebenso ist bekannt, dass bei der Regulation der Transkription und der 
Proliferation in schnell wachsenden Geweben der Acetylierung eine wichtige Rolle 
zukommt. So führt eine Hyperacetylierung von Histonen zu einer Zelldifferenzierung in 
Tumorgeweben. Nachfolgend soll untersucht werden, ob eine nukleäre YB-1-
Translokation unter Hitzeschock mit einer vermehrten Acetylierung einhergeht. Um dies 
zeigen zu können wurde ein Ansatz gewählt, in dem HEK293T-Zellen im Brutschrank 
anstatt unter 37°C bei 43°C für 15, 60 oder 120 Minuten kultiviert wurden.49 Danach 
wurden die Zellen direkt geerntet, Zytoplasma- und Kern-Fraktionen getrennt aufbereitet 
und YB-1 hieraus mit einem polyklonalen, Peptid-generierten Anti-YB-1-Antikörper123
immunpräzipitiert. Nachfolgend wurden diese YB-1 Fraktionen im Immunoblot mit einem 
polyklonalen Anti-YB-1-Antikörper (Esnault) und einem Anti-Acetyllysin-Antikörper 
analysiert.
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Abbildung 3.5 Durch Hitzeschockbehandlung wird die YB-1 Expression und die Acetylierung 
gesteigert. Es wurden HEK293T-Zellen für unterschiedliche Dauer bei 43°C inkubiert. Die in Zytoplasma-
und Kernfraktion aufgetrennten Zelllysate wurden mit einem Anti-YB-1-Antikörper immunpräzipitiert und 
nach Auftrennung in der Gelelektrophorese in Teil A der Abbildung mit einem Anti-YB-1-Antikörper (Esnault),
in Teil B mit einem Anti-Acetyllysin-Antikörper detektiert. Das acetylierte YB-1 Protein ist in beiden Teilen 
durch „YB-1Ac“ (YB-1p60), das endogene YB-1 Protein durch „YB-1“ gekennzeichnet. WB: Western Blot.
Der Western Blot in Teil A der Abbildung 3.5 wurde mit einem Anti-YB-1-Antikörper 
(Esnault) entwickelt. Betrachtet man zunächst die zytoplasmatische Fraktion des
endogenen YB-1 Proteins bei 52 kDa (in Abbildung 3.5 als YB-1 gekennzeichnet), so zeigt 
sich eine Zunahme der Gesamtmenge des endogenen YB-1 Proteins mit der Dauer der 
Hitzeschockbehandlung. Im rechten Teil, der den nukleären Anteil repräsentiert, kann mit 
zunehmender Dauer der Hitzeeinwirkung eine Verminderung der Menge des endogenen 
YB-1 bei 52 kDa beobachtet werden. Unter dieser Art des zellulären Stresses findet sich 
mit zunehmender Dauer mehr YB-1 Protein (52 kDa) im Zytoplasma. Neben der 
bekannten YB-1 Bande bei 52 kDa wird mit Hilfe des Anti-YB-1-Antikörper (Esnault) eine 
zusätzliche Bande bei ca. 60 kDa detektiert, die sich nach Entwicklung mit einem Anti-
Acetyllysin-Antikörper (Teil B der Abbildung 3.5) als endogenes, acetyliertes YB-1 Protein 
herausstellt. Im Zellkern nimmt der Anteil des endogenen, acetylierten YB-1Ac mit einer
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Größe von ca. 60 kDa (YB-1p60) nach Hitzeschockbehandlung zu. Bei Auftragen gleicher 
Proteinmengen ist die Menge des acetylierten YB-1 Proteins nach 120 Minuten 
Hitzeschockeinwirkung größer als ohne Hitzeschockeinwirkung. Wie oben schon erwähnt 
wurde im Teil B der Abbildung 3.5 nach Immunpräzipitation mit einem polyklonalen, 
Peptid-generierten YB-1-Antikörper die Acetylierung mit Hilfe eines Anti-Acetyllysin-
Antikörpers im Immunoblot untersucht. Dabei zeigt sich für das YB-1Ac (YB-1p60) bezogen 
auf das nukleäre Kompartiment eine Zunahme der Acetylierung mit der Dauer der 
Hitzeeinwirkung. Auch bezüglich der Lokalisation ist das endogene, acetylierte YB-1 
Protein (YB-1p60) vornehmlich im Zellkern nachweisbar. Das YB-1 Protein bei 52 kDa 
(YB-1p52) kann weder im Zytoplasma noch im Zellkern als acetyliertes Protein 
nachgewiesen werden.
Wie auch schon unter UV-Bestrahlung und später nach Stimulation mit Interferon-γ, stellt 
sich das acetylierte, endogene YB-1 als ein Protein mit einer Größe von ca. 60 kDa dar.
Dieser Größenunterschied zu endogenem YB-1, das bei ca. 52 kDa im Western Blot
erkannt wird, kann durch multiple Modifikationen erklärt werden, so dass neben einer 
Acetylierung und Phosphorylierung (siehe Abschnitt 3.2.1.1) vermutlich weitere 
Modifikationen vorliegen.
3.1.4 Einfluss von CBP auf YB-1-GFP und seine amino- und carboxyterminalen
Deletionskonstrukte 
Ob CREB binding protein (CBP) als Acetyltransferase für die Acetylierung von YB-1-GFP 
verantwortllich ist, soll anhand einer Kotransfektion von YB-1-GFP und CBP untersucht 
werden. Für die Eingrenzung der Lokalisation der acetylierten Lysine wurden neben dem 
YB-1-GFP Volllängenprotein die beschriebenen Deletionskonstrukte ∆1 und ∆2 (vergleiche 
Abbildung 3.1) eingesetzt.
Hierfür wurden HEK293T-Zellen parallel jeweils mit GFP, YB-1-GFP und den ebenfalls 
GFP-markierten Deletionskonstrukten ∆1 und ∆2 sowohl mit als auch ohne die 
Acetyltransferase CBP transient transfiziert. Eine Immunpräzipitation der Proteine erfolgte 
mit Anti-GFP-Antikörper, wodurch ausschließlich die GFP-tragenden Proteine aus dem 
Zelllysat herausgezogen werden.
Eine erfolgreiche Transfektion und Expression des YB-1-GFP Volllängenproteins und der 
jeweiligen Deletionskonstrukte ∆1 und ∆2 ist in Abbildung 3.6 zu erkennen.
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Abbildung 3.6 Die Überexpression von CBP führt zu neuen hochmolekularen Proteinkomplexen der 
C-terminalen YB-1 Protein-Domäne. GFP, YB-1-GFP und die Deletionkonstrukte ∆1 und ∆2, sowie CBP 
wurden in HEK293T-Zellen überexprimiert. Aus den Zelllysaten wurden das GFP-markierte YB-1 Protein, die 
GFP-markierten Konstrukte und das GFP-Protein (Negativkontrolle) mit Anti-GFP-Antikörpern
immunpräzipitiert. Die Immunpräzipitate wurden im SDS-PAG elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine 
anschließend mit demselben Anti-GFP-Antikörper entwickelt. Sowohl für YB-1-GFP (*) bei 130 kDa als auch 
für ∆2 (**) bei 140 kDa kann nach Kotransfektion von CBP eine neue, hochmolekulare Bande nachgewiesen 
werden. Nach Koexpression von ∆2 und CBP kann ein Spaltprodukt bei ca. 34 kDa (***) nur noch schwach im 
Western Blot erkannt werden.
In dem Versuch wurden HEK293T-Zellen auch mit einem für CBP kodierenden Plasmid 
kotransfiziert (rechter Teil der Abbildung 3.6). CBP hat ein Molekulargewicht von mehr als 
200 kDa.
Beim Vergleich der YB-1-GFP-Transfektionen jeweils mit und ohne CBP (Spuren 2 und 6)
zeigt sich ein verändertes Bandenmuster im Western Blot. Zusätzlich zu der YB-1-GFP-
Doppelbande bei ca. 80 und 85 kDa wird eine hochmolekulare Bande >130 kDa (*)
detektiert, sofern die Acetyltransferase CBP kotransfiziert wurde. Dies ist mit einer CBP-
abhängigen Acetylierungs-induzierten Interaktion von YB-1 mit anderen Proteinen 
(Heteromultimerisierung) oder sich selbst (Homomultimer) vereinbar, wie sie z.B. schon für 
p53 beschrieben worden ist.122
Das Auftreten einer zusätzlichen hochmolekularen Bande (**) bei ungefähr 140 kDa nach 
CBP-Kotransfektion ist auch im Fall des Deletionkonstruktes ∆2 zu beobachten (vgl. 
Abbildung 3.6, Spuren 4 und 8). Eine kleinere Bande bei ca. 35 kDa (***), einem C-
terminalen Spaltprodukt von YB-1, wird nach Kotransfektion mit CBP als viel schwächere 
Bande detektiert (Abbildung 3.6, Spuren 4 und 8).
Nach Überexpression von CBP werden mit dem Deletionskonstrukt ∆1 weder hoch- noch 
niedermolekulare, zusätzliche Banden im Western Blot gesehen. Dies könnte ein Hinweis 
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darauf sein, dass Lysine im N-Terminus des YB-1 Proteins nicht durch die
Acetyltransferase CBP acetyliert werden. Hierfür muss aber zunächst die Acetylierung der 
Deletionskonstrukte untersucht werden (siehe unten).
Die in Abbildung 3.6 (Spuren 6 und 8) nachgewiesenen hochmolekularen Banden bei ca. 
130 kDa (Spur 6) und 140 kDa (Spur 8) könnten auf eine Interaktion des YB-1-GFP- bzw. 
∆2-Proteins mit anderen Proteinen hinweisen. Abbildung 3.7 zeigt schematisch ein 
mögliches Modell für die Entstehung dieser hochmolekularen Banden: Nach Transfektion 
von CBP und YB-1-GFP bzw. ∆2 ist mit einem Anti-GFP-Antikörper immunpräzipitiert 
worden. In der Probe befinden sich das YB-1-GFP Protein und möglicherweise an YB-1-
GFP gebundene Proteine. Wie weiter unten in Abbildung 3.7 gezeigt, könnte YB-1-GFP 
dabei mit der Acetyltransferase CBP oder einem Teilstück von CBP interagieren. Eine 
andere Möglichkeit ist, dass YB-1-GFP mit einem anderen Protein innerhalb der Zelle
wechselwirkt, in Abbildung 3.7 als „Faktor X“ bezeichnet. Vorstellbar ist auch eine 
Interaktion von YB-1 mit sich selbst. Daran könnte sowohl YB-1-GFP beteiligt sein als 
auch das endogen in den Zellen vorkommende YB-1 Protein (unter 3. gezeigt).
Abbildung 3.7 Modell zur Entstehung der hochmolekularen Banden nach Transfektion von YB-1-GFP 
bzw. ∆2 und CBP. Nach Überexpression von CBP und YB-1-GFP bzw. ∆2 mit anschließender
Immunpräzipitation mittels Anti-GFP-Antikörper können im Western Blot neue hochmolekulare Bande 
dargestellt werden. Dabei ist eine Interaktion von C-terminalen YB-1 Domänen mit der Acetyltransferase 
CBP (MW 300kDa) oder einem anderen Protein (Faktor X) denkbar. Als Drittes ist ebenso eine 
Wechselwirkung mit YB-1-GFP bzw. endogenem YB-1 Protein möglich.
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3.1.5 Einfluss von CBP auf die Acetylierung von YB-1-GFP, ∆1 und ∆2
Wie im letzten Abschnitt gezeigt, hat die Acetyltransferase CBP einen Einfluss auf die 
Bildung von Spaltprodukten und auf die Komplexbildung von YB-1-GFP und das 
Deletionskonstrukt ∆2. Ob dahinter unter anderem eine vermehrte Acetylierung des 
Proteins steckt, sollte durch die Entwicklung mit einem Anti-Acetyllysin-Antikörper 
untersucht werden.
In Abbildung 3.8 wurden die gleichen Proben wie im vorherigen Ansatz (Abschnitt 3.1.4, 
Abbildung 3.6) verwendet. Nach Immunpräzipitation mit einem Anti-GFP-Antikörper
wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot dann mit einem
Anti-Acetyllysin-Antikörper entwickelt. 
Abbildung 3.8 Die Acetylierung von YB-1-GFP, dem Deletionskonstrukt ∆2 und der hochmolekularen 
Bande bei 140 kDa nach Kotransfektion von CBP. GFP, YB-1-GFP und die Deletionskonstrukte ∆1 und 
∆2, sowie CBP wurden in HEK293T-Zellen überexprimiert. Aus den Zelllysaten wurden das GFP-markierte 
YB-1 Protein, die GFP-markierten Deletionskonstrukte und das GFP-Protein als Negativkontrolle mit Anti-
GFP-Antikörper immunpräzipitiert. Die Immunpräzipitate werden anschließend mit Anti-Acetyllysin-Antikörper 
detektiert.
Wegen des starken Hintergrundes des Anti-Acetyllysin-Antikörpers sind die Banden in der 
Abbildung nur schlecht darstellbar. In Spur zwei der Abbildung erkennt man schwach das 
acetylierte YB-1-GFP Protein (bereits gezeigt in Abbildung 3.3). In der vierten Spur sieht
man, dass auch das Deletionskonstrukt ∆2 schwach acetyliert vorliegt.
Im rechten Teil der Abbildung fällt die schon mit dem Anti-GFP-Antikörper (Abbildung 3.6) 
detektierte hochmolekulare Bande bei 140 kDa (**) in der Spur 8 als acetylierte Bande auf.
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Die N-terminal gelegenen Lysine sind im Western Blot nicht als acetylierte Bande zu 
erkennen. Eine Bande auf Höhe des Deletionskonstrukte ∆1 kann vom Anti-Acetyllysin-
Antikörper nicht detektiert werden.
Die Bande des acetylierten YB-1-GFP wird nach Kotransfektion von CBP nicht stärker.
Eine vermehrte Acetylierung scheint also nicht vorzuliegen. Die hochmolekulare Bande
(ca. 130 kDa, siehe Abbildung 3.6 in Spur 6) des YB-1-GFP wird durch den Anti-
Acetyllysin-Antikörper nicht erkannt. Die hochmolekulare Bande bei ca. 140 kDa, die in der 
Spur des Deletionskonstrukte ∆2 detektiert wird, liegt nach Kotransfektion mit CBP 
acetyliert vor (**); ebenso wie das Deletionskonstrukt ∆2 als schwach acetylierte Bande zu 
erkennen ist. Aber auch bei dem Deletionskonstrukt ∆2 wird die Acetylierung durch 
Kotransfektion des Plasmids der Acetyltransferase CBP nicht verstärkt. Es ist keine 
vermehrte Acetylierung unter dem Einfluss von CBP zu erkennen.
Zusammenfassend ändert sich nach CBP Überexpression das Bandenmuster und 
hochmolekulare Banden entstehen. Die exprimierten YB-1 Proteine werden jedoch nicht 
vermehrt acetyliert vorgefunden.
3.1.6 Interaktion von YB-1 mit Acetyltransferasen und Deacetylasen
3.1.6.1 Untersuchung der Interaktion von YB-1 mit Acetyltransferasen
Die Acetylierung von Proteinen an Lysinresten erfolgt durch Histonacetyltransferasen
(HATs) in Anwesenheit des Acetyl-Donors Acetyl-Coenzym A. Im vorherigen Abschnitt 
wurde der Einfluss der Acetyltransferase CBP auf die Acetylierung von YB-1-GFP und 
seiner Deletionskonstrukte mittels Überexpression untersucht. Nun interessiert die 
Interaktion von YB-1 mit weiteren Acetyltransferasen sowie endogenem CBP in HEK293T-
Zellen, die möglicherweise Einfluss auf die Acetylierung des YB-1 Proteins haben könnten. 
Es wurden drei verschiedene Acetyltransferasen ausgesucht, die hinsichtlich einer 
Interaktion mit dem endogenen YB-1 Protein in den verschiedenen Zellkompartimenten 
untersucht werden sollten. Dafür wurden Zelllysate nach Trennung der zytoplasmatischen 
und nukleären Fraktion in der SDS-PAG Elektrophorese aufgetrennt. In der Western Blot 
Analyse wurde dann mit einem spezifischen Antikörper gegen die entsprechende 
Acetyltransferase entwickelt. Bei den untersuchten Acetyltransferasen handelt es sich um 
CBP, p300 und pCAF.
In Teil A der Abbildung 3.9 sind Zelllysate aus HEK293T-Zellen aufgetragen. Zunächst 
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sollte untersucht werden, ob die entsprechenden Acetyltransferasen in HEK293T-Zellen 
endogen vorkommen. Dafür wurden die Zelllysate im Immunoblot mittels spezifischer 
Antikörper gegen die zu untersuchende Acetyltransferase entwickelt. Nach Entwicklung 
mit einem Anti-CBP-Antikörper (oberster Western Blot Teil A der Abbildung 3.9) kann 
endogen vorhandenes CBP als Bande > 220 kDa dargestellt werden. Auch p300 kann mit 
einem spezifischen Antikörper gegen p300 als endogenes Protein im Zelllysat von 
HEK293T-Zellen nachgewiesen werden (Bande > 220 kDa, mittlerer Western Blot). Für 
pCAF zeigt sich ebenfalls eine Bande bei ca. 93 kDa nach Entwicklung mit einem 
spezifischen Anti-pCAF-Antikörper. Alle drei Acetyltransferasen sind in den Zelllysaten von 
HEK293T-Zellen vorhanden und durch die jeweils spezifischen Antikörper nachweisbar.
Abbildung 3.9 YB-1 interagiert mit der Acetyltransferase CBP. Mit HEK293T-Zellen wurde eine 
Zytoplasma-Kern-Fraktionierung durchgeführt. Teil A zeigt endogene Acetyltransferasen, die mit 
spezifischen Antikörpern im Western Blot nachgewiesen werden können. Die Sternchen markieren die 
Bande der untersuchten Acetyltransferase bzw. die Höhe, an der sie sich theoretisch befinden sollte. Teil B: 
Mit einem Anti-YB-1-Antikörper immunpräzipitierte Zelllysate wurden in der Gelelektrophorese aufgetrennt 
und im Western Blot mit dem spezifischen Antikörper der zu untersuchenden Acetyltransferase entwickelt.
CE: zytoplasmatische Fraktion, NE: nukleäre Fraktion.
Nun interessierte herauszufinden, ob es eine Interaktion dieser Acetyltransferasen mit 
dem endogenen YB-1 Protein gibt. Als Versuchsansatz wurde die Koimmunpräzipitation 
gewählt. Hierfür wurden zytoplasmatische und nukleäre Zelllysate aus HEK293T-Zellen 
3 Ergebnisse52
gewonnen, die anschließend mit einem polyklonalen, Peptid-generierten YB-1-Antikörper 
immunpräzipitiert wurden. Diese Präzipitate wurden nach Auftrennung in der SDS-PAGE 
im Western Blot auf koimmunpräzipitierte Acetyltransferasen untersucht. Zur Detektion 
dieser Acetyltransferasen wurden spezifische Antikörper gegen CBP, p300 und pCAF
eingesetzt.
In den Zelllysaten sind die Proteine CBP, p300 und pCAF mittels der spezifischen 
Antikörper nachweisbar (Abbildung 3.9 Teil A).
Wie in Abbildung 3.9 (Teil B) zu sehen, kann anhand dieses 
Koimmunpräzipitatonsansatzes CBP nach Entwicklung mit einem spezifischen Anti-CBP-
Antikörper in der zytoplasmatischen Fraktion als Bande bei > 220 kDa dargestellt werden.
Einer Interaktion zwischen endogenem YB-1 Protein und der Acetyltransferase p300 ist 
mittels Koimmunpräzipitation im Western Blot nicht darstellbar. Wie die Analyse der 
Zelllysate zeigt, ist p300 aber in HEK293T-Zellen vorhanden. Auch für pCAF lässt sich 
eine Interaktion mit endogenem YB-1 Protein in dem gewählten Ansatz nicht nachweisen.
Eine Interaktion zwischen endogenem YB-1 Protein und den untersuchten 
Acetyltransferasen CBP, p300 und pCAF kann mittels Koimmunpräzipitation nur für die 
Acetyltransferase CBP und vornehmlich im zytoplasmatischen Kompartiment nachgwiesen 
werden.
Eine Interaktion konnte weder für p300 noch pCAF nachgewiesen werden. Aufgrund der 
nachgewiesenen Interaktion von YB-1 mit CBP, ist dieses vermutlich für die Acetylierung 
verantwortlich.
3.1.6.2 Interaktion von YB-1 mit den Histondeacetylasen HDAC-1 und Sirt1
Die Acetylierung von Proteinen an Lysinen stellt im Gegensatz zu der kovalenten 
Acetylierung an N-terminalen Aminogruppen einen reversiblen Prozess dar. So wird die 
Funktion der Acetyltransferasen durch Histondeacetylasen (HDACs) antagonisiert. Es 
konnte gezeigt werden, dass HDACs neben Histonen auch zelluläre Proteine 
deacetylieren können. Dabei spalten sie Acetylgruppen von Lysinresten ab und 
katalysieren somit die Umkehrreaktion der HATs. Histondeacetylasen werden in drei 
Klassen eingeteilt. In der vorliegenden Arbeit wird jeweils eine Histondeacetylase aus der 
Klasse I (HDAC-1) und ein Vertreter aus der Klasse III (Sirt1) mittels Koimmunpräzipitation 
hinsichtlich einer potenziellen Interaktion mit endogenem YB-1 Protein untersucht. Für 
Sirtuine ist bereits bekannt, dass sie mit Transkriptionsfaktoren, wie u.a. p53, interagieren. 
Insofern schien es besonders interessant, YB-1 auf eine mögliche Interaktion mit einem 
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Sirtuin hin zu untersuchen.
Um eine mögliche Interaktion mit der Histondeacetylase HDAC-1 zu untersuchen, sollte 
zunächst gezeigt werden, dass HDAC-1 als Enzym in HEK293T-Zellen vorliegt. Hierfür 
wurden zelluläre Proteine aus Zellkern und Zytoplasma im SDS-PAG elektrophoretisch 
aufgetrennt. Zum Nachweis des Enzyms im Zelllysat diente ein spezifischer Anti-HDAC-1-
Antikörper. Wie Abbildung 3.10 Teil A zeigt, kann endogenes HDAC-1 im Zellkern 
nachgewiesen werden. Nachdem der Nachweis des Enzyms gelungen ist, sollte im 
Folgenden eine Untersuchung der Interaktion zwischen YB-1 und der Histondeacetylase 
HDAC-1 mit Hilfe der Koimmunpräzipitation durchgeführt werden. Hierfür wurden 
untransfizierte sowie HEK293T-Zellen, die ein HDAC-1-myc Fusionsprotein exprimieren, 
verwendet. Da bereits das Vorhandensein des endogenen HDAC-1 im Zellkern gezeigt 
werden konnte, wurden auch untransfizierte Zellen verwendet, um eine mögliche 
Interaktion mit diesem endogenen Protein (HDAC-1) nachweisen zu können. Nach einer
Zytoplasma-Kern-Trennung wurde eine Koimmunpräzipitation mit einem Anti-YB-1-
Antikörper durchgeführt. Die Proben anschließend im SDS-PAG elektrophoretisch
aufgetrennt. Die immunologische Detektion erfolgte mit einem spezifischen Anti-HDAC-1-
Antikörper.
Abbildung 3.10 Interaktion von YB-1 mit HDAC-1 und HDAC-1-myc. Es wurden untransfizierte 
HEK293T-Zellen und HEK293T-Zellen, in denen HDAC-1-myc überexprimiert wurde, einer Zytoplasma-
Kern-Fraktionierung zugeführt. Teil A zeigt Lysate, die mit Anti-HDAC-1-Antikörper entwickelt wurden. In den 
Lysaten ist endogenes HDAC-1 Protein im Zellkern nachweisbar. Darunter sieht man die Entwicklung der 
Zelllysate mit Anti-CREB-Antikörper. Dieser Antikörper kennzeichnet eine erfolgreiche Zytoplasma-Kern-
Fraktionierung. Die Lysate wurden mit Anti-YB-1-Antikörper immunpräzipitiert und nach der 
elektrophoretischen Auftrennung mit Anti-HDAC-1-Antikörper untersucht (Teil B). In der zweiten Spur wird 
das endogene HDAC-1 Protein in der nukleären Fraktion detektiert. In den Spuren 3 und 4 erkennt man das 
exprimierte HDAC-1-myc Protein in beiden Zellkompartimenten. CE: Zytoplasmatisches Extrakt, NE : 
Nukleäres Extrakt.
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In Teil A der Abbildung 3.10 wurden Zelllysate untersucht. Der Anti-HDAC-1-Antikörper 
detektiert im oberen Teil die Bande des endogenen HDAC-1 Proteins im nukleären 
Kompartiment. Im unteren Abschnitt wurde mit einem Anti-CREB-Antikörper detektiert, der 
als Marker für das nukleäre Zellkompartiment dient, da CREB ein ausschließlich 
kernständiges Protein ist. Hierbei zeigt sich eine erfolgreiche Zytoplasma-Kern-
Fraktionierung.
In der zweiten Spur der Abbildung 3.10 (Teil B) wird die Bande des endogenen HDAC-1 
Proteins sichtbar. Analog zur Untersuchung des endogenen HDAC-1 Proteins in den 
Zelllysaten kann auch nach Koimmunpräzipitation das endogene Enzym nur im nukleären 
Zellkompartiment erkannt werden. In den Spuren 3 und 4 detektiert der Anti-HDAC-1-
Antikörper die Bande des exprimierten HDAC-1-myc Proteins. Das exprimierte HDAC-1-
myc Protein wird in der zytoplasmatischen wie auch in der nukleären Fraktion 
gleichermaßen erkannt.
Die Bande des endogenen HDAC-1 Proteins verläuft in der SDS-PAGE etwa 8 kDa 
unterhalb der HDAC-1 Bande mit dem exprimierten HDAC-1-myc Protein. Das 
unterschiedliche Laufverhalten in der SDS-PAGE lässt sich dadurch erklären, dass 
exprimiertes HDAC-1 Protein einen Myc-Tag trägt, der dem endogenen HDAC-1 Protein 
fehlt. Dieser myc-Tag entspricht im Western Blot einer Größendifferenz von ca. 8 kDa.
Abbildung 3.11 YB-1 interagiert mit überexprimiertem Sirt1-HA. Es wurden HEK293T-Zellen, in denen 
Sirt1-HA exprimiert wurde, einer Zytoplasma-Kern-Fraktionierung zugeführt. Die Lysate wurden mit einem 
Anti-YB-1-Antikörper immunpräzipitiert und nach der elektrophoretischen Auftrennung mittels Anti-Sirt1-
Antikörper auf eine Interaktion mit endogenem YB-1 untersucht. Das exprimierte Sirt1-HA stellt sich als 
Bande bei ca. 120 kDa sowohl im zytoplasmatischen als auch im nukleären Kompartiment dar (Teil A). In 
Teil B der Abbildung wurden die Zelllysate mit Anti-CREB-Antikörper zum Nachweis einer erfolgreichen
Zytoplasma-Kern-Fraktionierung entwickelt. CE: Zytoplasmatisches Extrakt, NE: Nukleäres Extrakt.
Um eine Interaktion zwischen endogenem YB-1 und Sirt1 zu untersuchen, wurden 
HEK293T-Zellen, die ein Sirt1-HA Fusionsprotein exprimieren untersucht. 
Überexprimiertes Sirt1 (mit einem HA-Tag) ist in einem Koimmunpräzipitationsansatz in 
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HEK293T-Zellen mit einem Anti-YB-1-Antikörper immunpräzipitiert und anschließend im 
Western Blot durch einen Anti-Sirt1-Antikörper detektiert worden.
Wie Abbildung 3.11 (Teil A) zeigt, ist das exprimierte Sirt1-HA Protein im 
Koimmunpräzipitationsansatz sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern gleichermaßen 
nachzuweisen. In der Literatur ist beschrieben, dass Sirtuine ausschließlich im Zellkern 
lokalisiert sind.114 Dennoch kann Sirt-HA nach Überexpression und Koimmunpräzipitation 
mit einem Anti-YB-1-Antikörper in HEK293T-Zellen im Zytoplasma nachgewiesen werden.
In Teil B der Abbildung 3.11 wurde wieder durch den Anti-CREB-Antikörper die Trennung 
von zytoplasmatischen und nukleären Proteinen im Zelllysat nachgewiesen.
Somit konnte in der Koimmunpräzipitation sowohl eine Interaktion von YB-1 mit der 
Histondeacetylase HDAC-1 als auch mit Sirt1 nachgewiesen werden.
3.1.7 YB-1 und PDGF-BB
3.1.7.1 Entstehung von Spaltprodukten nach Stimulation mit PDGF-BB
PDGF-BB ist ein herausragendes Zytokin hinsichtlich der Proliferationsstimulation in 
Mesangialzellen. Van Roeyen et al.70 konnten zudem zeigen, dass es nach Stimulation 
von Mesangialzellen mit PDGF-BB  zu einer YB-1 Konzentrationserhöhung kommt.
Aus unseren Vorarbeiten ist bekannt, dass YB-1 Protein nach Stimulation mit Zytokinen 
wie PDGF-BB modifiziert vorliegt.70 Im folgenden Ansatz wurden daher HEK293T-Zellen 
transient mit GFP und YB-1-GFP transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden für vier 
Stunden mit 20 ng/ml PDGF-BB stimuliert, im Anschluss daran geerntet und lysiert. Die 
nachfolgende Immunpräzipitation wurde sowohl mit einem monoklonalen Anti-GFP-
Antikörper (Spuren 1, 3, 5 und 7) als auch mit einem polyklonalen, Peptid-generierten Anti-
YB-1-Antikörper (Spuren 2, 4, 6 und 8) durchgeführt. So besteht die Möglichkeit,
Veränderungen des exprimierten YB-1-GFP und des endogenen YB-1 nach PDGF-BB
Stimulation zu untersuchen.
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Abbildung 3.12 Nach Stimulation mit PDGF-BB wird eine Bande bei ~52 kDa im Western Blot 
detektiert. GFP und YB-1-GFP wurden in HEK293T-Zellen überexprimiert und aus den Zelllysaten
einerseits mit dem Anti-GFP-Antikörper, andererseits mit dem Anti-YB-1-Antikörper immunpräzipitiert. Die 
Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. In Teil A kann das YB-1-GFP mit einem Anti-GFP-
Antikörper, in Teil B das acetylierte YB-1-GFP und endogene YB-1 Protein mit dem Anti-Acetyllysin-
Antikörper und im Teil C das endogene YB-1 mit einem Anti-YB-1-Antikörper (N-term.) dargestellt werden.
In Teil A der Abbildung 3.12 wurde in den ersten vier Spuren GFP transfiziert, wobei in 
den Spuren 1 und 3 mit einem monoklonalen Anti-GFP-Antikörper immunpräzipitiert 
wurde. Dieser Teil dient als Kontrolle dafür, dass der monoklonale GFP-Antikörper 
spezifisch GFP erkennt und das endogene YB-1 weder in der Immunpräzipitation noch im 
Western Blot detektiert. Die Stimulation mit PDGF-BB zeigt bei der Negativkontrolle GFP 
(Spuren 3 und 4) keinerlei Veränderungen im Bandenmuster, so dass Veränderungen im 
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Bandenmuster auf das YB-1-GFP Protein zurückzuführen sind. In den Spuren fünf bis acht 
wurde YB-1-GFP überexprimiert. Wie die Doppelbande bei 80 und 85 kDa deutlich macht, 
ist die Überexpression und Immunpräzipitation von YB-1-GFP gelungen. Die Doppelbande 
ist bereits zuvor unter 3.1.2 beschrieben. Auch der Peptid-generierte Anti-YB-1-
Antikörper123 zieht das YB-1-GFP Protein in der Immunpräzipitation herunter. Nach 
Inkubation mit PDGF-BB (Spur 7) ist ein Spaltprodukt mit einem relativen 
Molekulargewicht von ca. 52 kDa nachweisbar. Da das Spaltprodukt nur nach 
Immunpräzipitation mit dem Anti-GFP-Antikörper nachweisbar, scheint es sich um ein C-
terminales Fragment zu handeln, das den GFP-Tag, der am C-terminalen Ende kovalent 
mit dem YB-1 Protein verbunden ist, beinhaltet. Der polyklonale Anti-YB-1-Antikörper ist 
nicht in der Lage in der Immunpräzipitation das Fragment herunterzuziehen.
Um die Acetylierung des Volllängenproteins unter dem Einfluss von PDGF-BB und die 
Acetylierung des YB-1 Fragmentes (ca. 52 kDa) zu untersuchen, wurden die gleichen 
Proben mit einem Anti-Acetyllysin-Antikörper im Immunoblot entwickelt. Wie in Abbildung 
3.12 (Teil B) in den Spuren 2 und 4, sowie 6 und 8 zu erkennen ist, liegt das endogene 
YB-1 Protein deutlich acetyliert vor. Nach Inkubation mit PDGF-BB in den Spuren 4 und 8 
kann keine Verstärkung der Acetylierung des endogenen YB-1 Proteins nachgewiesen 
werden. Es sind auch keine Spaltprodukte des endogenen YB-1 Proteins nachweisbar. In 
den Spuren 5 bis 8 stellt sich das YB-1-GFP, wie bereits aus vorangegangenen 
Versuchen bekannt, als schwach acetylierte Doppelbande dar. Vergleicht man die Spuren 
5 und 6 mit den Spuren nach Stimulation mit PDGF-BB (Spuren 7 und 8) zeigt sich auch 
keine Änderung des Acetylierungsgrades. Ebensowenig kann eine Lysinacetylierung des 
YB-1 Fragmentes bei 52 kDa nachgewiesen werden.
Durch die Entwicklung mit einem Anti-YB-1-Antikörper (N-terminal) (Teil C, Abbildung 
3.12) kann bestätigt werden, dass es sich bei der Bande auf Höhe des endogenen YB-1 
Proteins um endogenes YB-1 handelt. Da sich das neu entdeckte Fragment bei 52 kDa 
anhand dieses Antikörpers im Western Blot nicht darstellen lässt, könnte diesem Fragment 
das N-terminale Ende fehlen. Wäre dieses Ende vorhanden, hätte es durch diesen 
Antikörper detektiert werden müssen.
Zur Sicherung, dass es sich bei diesem kleinen Fragment tatsächlich um ein Fragment
des YB-1 Proteins handelt, wurde eine massenspektrometrische Untersuchung dieses 
Teilstückes durchgeführt. Dafür wurden in einem Ansatz HEK293T-Zellen mit GFP bzw.
YB-1-GFP transfiziert. Anschließend wurden die Zellen vier Stunden vor Ernte mit dem 
Wachstumsfaktor PDGF-BB (20 ng/ml) stimuliert. Nach der Zelllyse und der 
Immunpräzipitation mit einem Anti-GFP-Antikörper wurden die Proben mit Hilfe der 
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Gelelektrophorese aufgetrennt. Angefärbt wurde das Gel für 20 Minuten mit Coomassie-
Färbelösung und, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren, mit Essigsäure entfärbt. 
Parallel wurde ein Western Blot als Kontrolle mit Anti-GFP-Antikörper (in Abbildung 3.13
als WB bezeichnet) durchgeführt. Die Kontrolle mittels Western Blot ist zur Identifikation 
der spezifischen Bande notwendig, da Coomassie unspezifisch Proteinbanden anfärbt.
Abbildung 3.13 massenspektrometrische Bestätigung des Fragmentes in Höhe von 52 kDa als ein 
Teilstück des YB-1-GFP-Proteins. Es wurde YB-1-GFP in HEK293T-Zellen überexprimiert, mit PDGF-BB
für 4h Stunden stimuliert (20 ng/ml). Die Zelllysate wurden mit dem Anti-GFP-Antikörper immunpräzipitiert. 
Anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt. Die linke Spur (Coom.) wurde für 20 min. mit Coomassie-
Färbelösung behandelt und bis die Proteinbanden deutlich zu erkennen waren mittels Essigsäure entfärbt. 
Parallel dazu wurde ein Western Blot (rechte Spur mit WB bezeichnet) mit dem Anti-GFP-Antikörper erstellt. 
Die Bande bei 52 kDa wurde ausgeschnitten und mit Hilfe der MALDI-TOF-Methode untersucht. Die im 
rechten Teil der Abbildung dargestellten Aminosäuresequenzen sind in der massenspektrometrischen 
Untersuchung verifiziert worden. Der GFP-Tag ist als schwarzes Rechteck schematisch dargestellt.
Die in Abbildung 3.13 mit einem Pfeil gekennzeichnete Bande wurde aus dem Coomassie-
Gel ausgeschnitten und mit Hilfe der MALDI-TOF-Methode untersucht. Im rechten Teil der 
Abbildung 3.13 sind die Aminosäuresequenzen aus dem YB-1 Protein dargestellt, die 
identifiziert wurden. Es handelt sich folglich um ein Fragment des YB-1-GFP Proteins. 
Auch Sequenzen des GFP-Tags sind detektiert worden.
Zusammenfassend wird nach Stimulation mit PDGF-BB in HEK293T-Zellen die
Abspaltung eines ca. 52 kDa großen Fragmentes aus dem YB-1-GFP Protein beobachtet.
Dies kann eine massenspektrometrische Untersuchung bestätigen. Zur näheren 
Charakterisierung dieses Fragmentes kann festgehalten werden, dass es weder an 
Lysinen acetyliert vorliegt, noch eine Erkennung durch einen Anti-YB-1-Antikörper, der N-
terminal detektiert, möglich ist.
Wie bereits Eingangs erwähnt, ist eine Spaltstelle für das YB-1 Protein bekannt. Sorokin et 
al.94 konnten die Abspaltung eines C-terminalen, 105-Aminosäuren-langen Fragmentes 
nachweisen. Sie zeigten, dass das 20S Proteasom YB-1 unmittelbar vor dem Gly-220  
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spaltet. Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung identifizieren 
Aminosäuren bis Position 82, so dass PDGF-BB möglicherweise eine Spaltung im N-
Terminus des YB-1-GFP Proteins induziert.
3.1.8 YB-1 und Interferon-γ
3.1.8.1 Einfluss von Interferon-γ auf YB-1-GFP hinsichtlich einer subzellulären 
Translokation und Spaltproduktbildung
Higashi et al.42 wiesen zuvor nach, dass YB-1 den inhibitorischen Effekt von Interferon-γ
auf die Transkription des alpha2 (I) Procollagen-Gens (COL1A2) vermittelt. Außerdem 
zeigten sie, dass es nach Hemmung des Caseinkinase II-abhängigen Signalweges unter 
dem Einfluss von Interferon-γ (IFN-γ) zu einer Translokation von YB-1 vom Zytoplasma in 
den Zellkern kommt. Zudem zählt Interferon-γ ebenfalls zu den Zytokinen und kann damit 
Proliferation und Differenzierung von Zellen regulieren.
Ob die Acetylierung von YB-1 durch Interferon-γ beeinflusst wird, sollte anhand des 
folgenden Ansatzes untersucht werden. HEK293T-Zellen wurden transient mit GFP und 
YB-1-GFP transfiziert. Anschließend erfolgte eine Inkubation mit Interferon-γ (50 U/ml) für 
vier Stunden, gefolgt von einer Zellernte und Gewinnung der Zytoplasma- und Kern-
Proteine. Die durch Anti-GFP-Antikörper aus den jeweiligen Kern- und Zytoplasmalysaten 
immunpräzipitierten Proteine wurden nach Auftrennung in der SDS-PAGE und Transfer 
auf Nitrozellulose mit dem Anti-GFP-Antikörper untersucht (siehe Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14 Translokation und Spaltproduktbildung in der zytoplasmatischen Fraktion von YB-1-
GFP nach Stimulation mit Interferon-γ. Es wurde in HEK293T-Zellen GFP und YB-1-GFP überexprimiert. 
Die Zellen wurden mit Interferon-γ (50 U/ml) stimuliert und nach Zytoplasma-Kern-Separation mit Anti-GFP-
Antikörper immunpräzipitiert. Die Immunpräzipitate wurden in der SDS-Elektrophorese aufgetrennt und im 
Western Blot mit Anti-GFP-Antikörper detektiert. Die mit Sternchen gekennzeichneten Banden sind 
Spaltprodukte, die nach Stimulation mit Interferon-γ entstanden sind. CE: zytoplasmatische Fraktion, NE: 
nukleäre Fraktion, N.S.: Unspezifische Bande durch Immunpräzipitationsantikörper.
In den Spuren 3 und 4 wurden Proben aufgetragen, in denen GFP überexprimiert wurde. 
Durch Stimulation mit Interferon-γ wird das Bandenmuster nicht verändert. Eine relevante 
Beeinflussung von Interferon-γ auf GFP ist somit unwahrscheinlich. Die ersten beiden
Spuren der Abbildung 3.14 enthalten den zytoplasmatisch lokalisierten Teil des YB-1-GFP 
Proteins. Betrachtet man die Doppelbande bei 80 und 85 kDa in den beiden Spuren, so 
fällt auf, dass es nach vierstündiger Stimulation mit Interferon-γ zu einer Verminderung des
YB-1-GFP Proteins im Zytoplasma kommt. Die Bande bei 80 kDa stellt sich schwächer 
dar. Die YB-1 Fraktion bei 85 kDa kann nach vierstündiger Stimulation mit Interferon-γ
nicht mehr detektiert werden. Nach vier Stunden treten zusätzlich kleinere Fragmente bei 
52 kDa (*) und 35 kDa (**) im Zytoplasma auf, die mit dem Anti-GFP-Antikörper detektiert 
werden können. Hierbei könnte es sich um die Spaltprodukte handeln, die auch schon 
nach Stimulation mit PDGF-BB (Fraktion bei 52 kDa) und als Spaltprodukt des 
Deletionskonstrukte ∆2 (Fraktion bei 35 kDa) nach Kotransfektion von CBP aufgetreten 
sind.
Der rechte Teil der Abbildung 3.14 zeigt die nukleäre Fraktion. Hier nimmt nach 
vierstündiger Stimulation die Konzentration von YB-1-GFP im Zellkern zu. Es findet 
aufgrund der Stimulation mit Interferon-γ eine Translokation von YB-1-GFP vom 
zytoplasmatischen ins nukleäre Kompartiment statt. Vergleicht man die N.S. (non specific)
Bande in Zytoplasma und Zellkern mit der jeweiligen YB-1-GFP Bande, so wird deutlich, 
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dass es sich bei der Zunahme des YB-1-GFP Proteins im Zellkern nicht um einen Effekt 
der Gesamtproteinmenge handelt.
Das YB-1-GFP Protein wird nach Stimulation mit Interferon-γ nicht nur gespalten, sondern 
Interferon-γ bewirkt auch eine intrazelluläre Lokalisationsänderung des Proteins. Die 
Spaltprodukte (bei ca. 52 und 35 kDa) können nach Interferon-γ Stimulation ausschließlich 
im Zytoplasma nachgewiesen werden, sie translozieren nicht in das nukleäre 
Kompartiment.
Schematisch lässt sich diese subzelluläre Translokation und Spaltproduktbildung unter 
dem Einfluss von Interferon-γ, wie in Abbildung 3.15 gezeigt, darstellen.
Abbildung 3.15 Schema der Interferon-γ-induzierten Lokalisationsänderung von YB-1-GFP. Nach 
vierstündiger Stimulation mit Interferon-γ entstehen im Zytoplasma Spaltprodukte der relativen molekularen 
Größe 35 und 52 kDa. YB-1-GFP transloziert nach Interferon-γ Stimulation vermehrt in den Zellkern.
In Hek293T-Zellen liegt das GFP-YB-1 Protein in beiden Zellkompartimenten vor 
(schematisch dargestellt in der linken Zelle der Abbildung 3.15). Dabei ist ein etwas 
größerer Teil im Zytoplasma zu finden. Werden die Zellen für vier Stunden mit Interferon-γ
stimuliert (rechter Teil der Abbildung 3.15), so kommt es zu einer Verminderung der 
zytoplasmatischen Menge an YB-1-GFP. Außerdem können im Zytoplasma Fragmente mit 
einer relativen molekularen Größe von ca. 35 und 52 kDa detektiert werden. Neben einer 
Verminderung der zytoplasmatischen Fraktion kommt es zu einer Zunahme des nukleären 
YB-1-GFP Anteils.
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3.1.8.2 Acetylierung von endogenem YB-1 nach Stimulation mit Interferon-γ
Wie bereits gezeigt werden konnte, liegt das endogene YB-1 Protein als acetylierte Bande 
im Western Blot (Abbildung 3.3) vor. In Abbildung 3.14 ist ein Einfluss von Interferon-γ auf 
das YB-1-GFP Protein bestätigt worden. Nun soll der Zusammenhang zwischen der 
Acetylierung des endogenen YB-1 Proteins und Interferon-γ näher untersucht werden.
In diesem Versuch wurden HEK293T-Zellen für vier Stunden mit Interferon-γ (50 U/ml) 
inkubiert. Diese Dauer wurde gewählt, da im Falle von YB-1-GFP nach vierstündiger 
Interferon-γ Stimulation eine Verminderung der zytoplasmatischen YB-1 Fraktion zu
erkennen ist. Nach der Zellernte wurde eine Trennung der zytoplasmatischen und 
nukleären Zellkompartimente vorgenommen. Die folgende Immunpräzipitation wurde mit 
einem polyklonalen, Peptid-generierten Anti-YB-1-Antikörper durchgeführt, um endogenes
YB-1 Protein anzureichern.
Abbildung 3.16 Nach Stimulation mit Interferon-γ liegt YB-1 acetyliert im Zellkern vor. Es wurden 
HEK293T-Zellen für vier Stunden mit Interferon-γ (50 U/ml) stimuliert. Anschließend wurde eine Zytoplasma-
Kern-Fraktionierung durchgeführt und mit dem Anti-YB-1-Antikörper immunpräzipitiert. Nach der 
Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Spuren 1-4 mit Anti-YB-1-Antikörper, die Spuren 5-8 mit Anti-
Acetyllysin-Antiköper entwickelt. YB-1Ac markiert das acetylierte endogene YB-1 Protein. YB-1p52 markiert 
das unmodifizierte YB-1 Protein. CE: Zytoplasmatische Fraktion, NE: Nukleäre Fraktion.
Die ersten vier Spuren in Abbildung 3.16 wurde mit einem Peptid-generierten Anti-YB-1-
Antikörper entwickelt. Dieser erkennt in allen vier Spuren das acetylierte endogene YB-1 
Protein bei ca. 60 kDa (YB-1p60). Durch die Entwicklung mit einem Anti-YB-1-Antikörper 
kann gezeigt werden, dass auch die Gesamtmenge an acetyliertem YB-1 Protein nach 
vierstündiger Stimulation mit Interferon-γ im Zellkern zunimmt und konkordant hierzu im 
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Zytoplasma weniger YB-1 Protein vorhanden ist. Im rechten Teil der Abbildung 3.16 wurde 
der Western Blot mit einem Anti-Acetyllysin-Antikörper entwickelt. Nach vierstündiger 
Stimulation mit Interferon-γ nimmt das acetylierte endogene YB-1 Protein, das bei ca. 60 
kDa detektiert wird, zu. Im Zytoplasma kann nach Stimulation mit Interferon-γ eine 
Abnahme des acetylierten YB-1 Proteins nachgewiesen werden. Vergleicht man diese 
zytoplasmatische Bande bei ca. 60 kDa mit der Bande im Nukleus, so nimmt hier 
entsprechend nach vierstündiger Stimulation die Menge des acetylierten endogenen YB-1 
Proteins zu.
Somit wird durch Interferon-γ eine subzelluläre Translokation von acetyliertem endogenem 
YB-1 Protein in den Zellkern induziert. Das translozierte YB-1 Protein liegt acetyliert vor.
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3.2 Phosphorylierung von YB-1 unter Zellstressbedingungen
3.2.1.1 Phosphorylierung unter UV-Bestrahlung
Neben der Acetylierung stellt die Phosphorylierung eine posttranslationale Modifikation 
von Proteinen dar, die der Regulation vieler Zellprozesse dient. Proteine können an 
Theroninen, Serinen und Tyrosinen phosphoryliert werden. Sutherland et al.124
veröffentlichten bereits eine Phosphorylierung von YB-1 durch die Proteinkinase Akt an 
einem Serin in Position 102. Um die Phosphorylierungen des endogenen YB-1 Proteins zu 
charakterisieren, wurden im Western Blot Phospho-spezifische Antikörper zur Detektion 
von phosphorylierten Serinen und Threoninen eingesetzt.
Induziert durch Stresssignale, wie z.B. UV-Bestrahlung oder Hyperthermie, liegt das 
endogene YB-1 als acetyliertes Protein vor und akkumuliert im Zellkern. Acetyliertes 
Protein wird YB-1 in diesem Fall nicht bei 52 kDa (YB-1p52) detektiert, sondern bei 60
kDa. Da dies ein sehr deutlicher Größensprung für eine alleinige Acetylierung ist, wurde 
bereits in den vorherigen Kapiteln vermutet, dass sich möglicherweise mehrere
posttranslationale Modifikationen hinter diesem Größenunterschied verbergen. Deshalb
wurde untersucht, ob das YB-1p60 Protein nach UV-Bestrahlung eine Threonin-
Phosphorylierung aufweist. Der Anti-Threonin-Antikörper wurde verwendet, weil er in der 
Western Blot Analyse ein besonders gutes Resultat zeigte. Es wurde der gleiche Ansatz 
wie in Abschnitt 3.1.3.1 gewählt: HEK293T-Zellen wurden mit UV-Licht bestrahlt und 
anschließend für weitere drei Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Danach wurden 
die Zellen in eine zytoplasmatische und eine nukleäre Fraktion getrennt. Die 
Immunpräzipitation erfolgte mit einem Anti-YB-1-Antikörper.
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Abbildung 3.17 Threonin-Phosphorylierung von YB-1 nach UV-Bestrahlung. Es wurden HEK293T-
Zellen mit unterschiedlichen Dosierungen UV-Licht bestrahlt. Danach verblieben sie für weitere drei Stunden 
im Brutschrank. Nach Zelllyse mit Zytoplasma-Kern-Fraktionierung wurden die Lysate mit einem Anti-YB-1-
Antikörper immunpräzipitiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. In Teil A der Abbildung wurde mit einem 
Anti-Phospho-Threonin-Antikörper detektiert. „**“ markieren die an Threoninen phosphorylierte YB-1 Bande. 
In Teil B wird das YB-1 Protein bei 52 kDa (*) und 60 kDa (***) mit einem Anti-YB-1-Antikörper (Esnault)
dargestellt. CE: zytoplasmatische Fraktion, NE: nukleäre Fraktion.
Für die Detektion in Teil A der Abbildung 3.17 wurde ein Anti-Phospho-Threonin-
Antikörper verwendet. Das endogene YB-1 Protein bei 52 kDa (YB-1p52) kann als 
schwach Threonin-phosphorylierte Bande im Zytoplasma detektiert (*) werden. Im Zellkern 
ist diese Threonin-Phosphorylierung nicht darstellbar. Bei mittlerer UV-Dosis kann eine 
geringe Threonin-Phosphorylierung der YB-1 Bande bei 60 kDa im Zytoplasma gezeigt
werden. Diese Fraktion (YB-1p60) des endogenen YB-1 Proteins ist bei geringer 
Strahlendosis im Zytoplasma (Spuren 2 und 3) als phosphorylierte Bande nachweisbar. 
Unter stärkster Strahlendosis kann eine deutliche Threonin-Phosphorylierung des YB-1 
Proteins bei 60 kDa im Zellkern (**) nachgewiesen werden. Es handelt sich um die gleiche 
Bande, die schon nach Entwicklung mit einem Anti-Acetyllysin-Antikörper aufgetreten ist.
So bestätigt sich, dass YB-1p60 ein multipel posttranslational modifiziertes Protein ist.
Möglicherweise bedingt durch die Modifikationen wie Acetylierung und Phosphorylierung 
kommt es zu einer Translokation in den Zellkern. Dies bestätigt Teil B der Abbildung 3.17. 
Das stark phosphorylierte Protein wird durch den spezifischen Anti-YB-1-Antikörper
(Esnault) im Zellkern erkannt. Es handelt sich demzufolge um endogenes YB-1 Protein.
Das endogene YB-1p52 Protein kann ebenfalls dargestellt werden. Es zeigt sich, dass 
sich die Menge an endogenem YB-1 (YB-1p52) unter Zellstress in den 
Zellkompartimenten verändert. Im Zellkern liegt unter höchster UV-Dosis weniger YB-1 
Protein (52 kDa) vor als im Zytoplasma, da gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das endogene YB-1 Protein unter 
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Zellstress phosphoryliert wird. Die YB-1 Fraktion bei 60 kDa, von der wir wissen, dass sie 
multipel posttranslational modifiziert ist, liegt auf jeden Fall acetyliert und phosphoryliert
vor. Weiterhin kommt es unter UV-Bestrahlung zu einer Translokation des Threonin-
phosphorylierten YB-1 in den Zellkern.
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4 Diskussion
In der vorliegenden Arbeit wurden posttranslationale Modifikationen des Y-box Proteins-1 
untersucht. Dabei stand die Frage im Vordergrund, ob eine Acetylierung des Proteins 
unter zellulärem Stress sowie nach Inkubation mit Zytokinen auftritt. YB-1 Protein ist 
bekannt für eine Beeinflussung der Regulation verschiedener Zellzyklusprozesse. So 
reguliert YB-1 sowohl die Transkription von Genen als auch die Translation von Proteinen. 
Veränderungen wie Acetylierung und Phosphorylierung von Proteinen spielen bei der 
Transkriptions- und Translationsregulation eine Rolle, insofern interessierte auch die 
subzelluläre Lokalisation des acetylierten YB-1 Proteins. Neben dem Einfluss von 
Wachstumsfaktoren wie PDGF-BB oder Zytokinen wie Interferon-γ kann auch zellulärer 
Stress einen Einfluss auf die Expression und Lokalisation von endogenem YB-1 Protein 
haben.49,84 Für YB-1 zeigten unter anderem Koike et al.,81 dass es nach UV-Bestrahlung 
zu einer Akkumulation von YB-1 im Zellkern kommt. Diese Translokation in den Zellkern 
kann durch den Proteinkinase Inhibitor H7 blockiert werden. Sie scheint über einen durch 
die Proteinkinase C-vermittelten Signalweg zu laufen. Wobei der C-Terminus des YB-1 
Proteins eine wichtige Rolle für die zytoplasmatische Retention zu spielen scheint.
Die Acetylierungs- bzw. Deacetylierungsreaktion wird von verschiedenen Enzymen 
katalysiert. Nachdem eine Acetylierung von YB-1 nachgewiesen werden konnte, wurde 
eine Interaktion von YB-1 mit sogenannten Acetyltransferasen und Histondeacetylasen 
mittels Koimmunpräzipitation im Western Blot untersucht.
In den Versuchen wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK293T) verwendet. Diese 
wurden mit Zytokinen inkubiert oder, in Zellstress-Versuchen, Hitzeschock und UV-
Bestrahlung ausgesetzt. Für die Immunpräzipitation wurde sowohl das gesamte Zelllysat 
als auch Lysate nach Zytoplasma-Kern-Separation eingesetzt. Um spezifisch das YB-1 
Protein untersuchen zu können, führten wir eine Immunpräzipitation der Zelllysate durch. 
Als Antikörper diente ein monoklonaler GFP-Antikörper für die Untersuchungen nach 
Transfektion von YB-1-GFP. In den Ansätzen, in denen das endogene YB-1 Protein auf 
Acetylierung und subzelluläre Lokalisation hin untersucht werden sollte, wurde ein Peptid-
generierter, polyklonaler YB-1-Antikörper in der Immunpräzipitation eingesetzt.123
Da als posttranslationale Modifikation eine Acetylierung von Proteinen an Lysinen 
stattfinden kann, wurde zur Identifizierung der Acetylierung im YB-1 Protein ein 
modifikationsspezifischer polyklonaler Anti-Acetyllysin-Antikörper verwendet. Mit Hilfe 
dieses Antikörpers konnte eine Acetylierung sowohl von ektop exprimiertem YB-1-GFP als 
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auch von endogenem YB-1 gezeigt werden. Diese Versuche wurden mit Zellen ohne 
Zellstress wie UV-Licht oder Hyperthermie durchgeführt; jedoch zeigten die transfizierten 
Zellen eine gesteigerte Acetylierung des endogenen YB-1 Proteins. Um die Acetylierung 
des YB-1 Proteins weiter spezifizieren zu können, wurden Deletionskonstrukte 
ausgewählt. Das YB-1 Protein enthält 16 Lysine. Elf dieser Lysine befinden sich in der N-
terminalen Hälfte des YB-1 Proteins; sie nehmen die Aminosäure-Positionen 26, 52, 53, 
58, 64, 81, 92, 93, 98, 118 und 137 ein. Betrachtet man den C-Terminus so finden sich 
hier vier Lysine in Position 264, 296, 301 und 304. Ein Lysin liegt in der Mitte des YB-1 
Proteins an Position 170. Die Verteilung der Lysine über das YB-1 Protein ist in Abbildung 
3.1 schematisch dargestellt. Die Deletionskonstrukte wurden so gewählt, dass ∆1 die N-
terminal gelegenen Lysine und ∆2 die vier C-terminalen Lysine umfassen. Die Ergebnisse 
der Deletionskonstrukte (Abbildung 3.8) zeigen eine Acetylierung der C-terminal 
gelegenen Lysine (in Konstrukt ∆2).
In Stimulationsversuchen mit UV-Licht oder Hyperthermie ändert sich der Grad der YB-1-
Acetylierung. Dosis- und Zeit-abhängig ist eine YB-1 Proteinfraktion mit einem 
Molekulargewicht von 60 kDa nachweisbar, die stark acetyliert ist. Diese als YB-1p60 
bezeichnete Fraktion ist vornehmlich in nukleären Extrakten detektierbar und zu deutlich 
geringerem Anteil in zytoplasmatischen Extrakten. Als acetyliertes Protein wird endogenes 
YB-1 im Western Blot bei einer Größe von ca. 60 kDa detektiert. Üblicherweise wird 
endogenes YB-1 bei ca. 52 kDa nachgewiesen. Dieser Größenunterschied kann durch 
multiple posttranslationale Modifikationen wie Acetylierung, Phosphorylierung, 
Glykosylierung oder SUMOylierung etc. zustande kommen. Da beispielsweise eine 
Acetylierung einen Größenunterschied von lediglich 8 Dalton ausmacht, müssen sich 
mehrere Modifikationen summieren.
Für die p65 Untereinheit von NF-κB konnte ein Einfluss von Zytokinen auf die subzelluläre 
Lokalisation eines Proteins gezeigt werden. Im Fall von NF-κB wurde eine TNFα-
induzierte Translokation in den Zellkern beschrieben.125,126 Auch der Transkriptionsfaktor 
p53 wird durch Zytokine wie beta-Interferon oder TNF-α acetyliert.127,128 In Interferon-γ-
stimulierten HEK293T-Zellen zeigt endogenes YB-1 eine Zunahme der Acetylierung und 
liegt als p60 Protein im Nukleus vor. Im Gegensatz zu PDGF-BB hat Interferon-γ einen 
Einfluss auf die Acetylierung von endogenem YB-1. Higashi et al.42 zeigten, dass YB-1 
unter dem Einfluss von Interferon-γ über einen Caseinkinase II-abhängigen Weg in den 
Zellkern transloziert. Dieser Signalweg kann durch Inhibitoren der Januskinase oder der 
Caseinkinase II gehemmt werden. Diese Translokation in den Zellkern konnten wir 
bestätigen (Abbildung 3.14). Die Gesamtmenge des acetylierten YB-1 Proteins im Zellkern 
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steigt unter dem Einfluss von Interferon-γ. Gleichzeitig nimmt die Konzentration des 
acetylierten YB-1 Proteins im Zytoplasma ab.
Ein weiteres Thema dieser Arbeit ist der Zusammenhang zwischen zellulärem Stress und 
Acetylierung. Für die Histone H3 und H4 konnte beispielsweise gezeigt werden, dass UV-
Bestrahlung zu einer Hyperacetylierung der Proteine führt.129 Die zunächst in niedriger 
UV-Dosis bestrahlten HEK293T-Zellen weisen eine vermehrte Acetylierung von 
endogenem YB-1 im Zytoplasma auf. Nach Bestrahlung in höherer Dosis kommt es zu 
einer Translokation des acetylierten YB-1 Proteins in den Zellkern. Die Bande des 
acetylierten Proteins verläuft wie auch nach Stimulation mit Interferon-γ bei ca. 60 kDa. Bei 
Bestrahlung in höchster Dosis kann zusätzlich ein hochmolekularer Komplex von ungefähr 
200 kDa detektiert werden. Am ehesten sind für den Größenunterschied des endogenen 
YB-1 Proteins Modifikationen verantwortlich. Um ganz sicher zu gehen, könnte eine 
MALDI-TOF-Analyse angeschlossen werden. Hiermit könnte eine Interaktion mit einem
anderen nukleären Protein oder, wie beispielsweise im Falle von p53,130 eine Interaktion
mit sich selbst und damit eine Multimerbildung ausgeschlossen werden. Denkbar wäre
auch eine Interaktion mit einem zytoplasmatischen Protein und eine Translokation beider 
Proteine in den Zellkern.
Endogenes immunpräzipitiertes YB-1 Protein weist bei 60 kDa sowohl nach Interferon-γ
Stimulation als auch unter Zellstress-Bedingungen (UV-Bestrahlung und Hitzeschock) eine 
starke Acetylierung auf. Ebenso zeigt sich eine Bande auf gleicher Höhe nach Entwicklung 
mit einem spezifischen Antikörper gegen phosphoryliertes Threonin. Der Nachweis einer 
zusätzlichen Threonin-Phosphorylierung legt nahe, dass endogenes YB-1 Protein unter 
zellulären Stressbedingungen multipel modifiziert vorliegt, auch wenn mit diesen beiden 
Modifikationen allein der Größenunterschied nicht erklärt werden kann.
Wie zuvor durch uns beschrieben, kommt es unter Hitzeschockbedingungen zu einer 
Translokation von YB-1 in den Zellkern (siehe auch Abbildung 3.5). Bei der 
Hitzeschockeinwirkung wurden die Zeitpunkte 15, 60 und 120 Minuten nach Umsetzen der 
Zellen in einen 43°C warmen Brutschrank untersucht. Neben der Tatsache, dass mit 
zunehmender Dauer der Hitzeschockbehandlung der Acetylierungsgrad von YB-1 im 
Zellkern zunimmt, kann beobachtet werden, dass nach zweistündiger
Hitzeschockbehandlung auch die Gesamtmenge des endogenen YB-1 Proteins bei 60 
kDa (YB-1p60) im Zellkern steigt und die des endogenen YB-1 Proteins (YB-1p52)
abnimmt (Abbildung 3.5). Unter zellulärem Stress liegt also mehr endogenes YB-1 Protein 
posttranslational modifiziert vor.
Immunoblot-Untersuchungen mit einem spezifischen Anti-Threonin-Antikörper haben 
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gezeigt, dass es innerhalb von 15 Minuten nach Hitzeschockbehandlung zu einer 
Phosphorylierung des endogenen YB-1 Proteins kommt. Diese Beobachtungen führen zu 
dem in Abbildung 4.1 dargestellten Modell: Kurzfristig nach Hitzeschockbehandlung tritt
innerhalb von 15 Minuten eine Threonin-Phosphorylierung des YB-1 Proteins im 
Zytoplasma ein. Diesem kurzfristigen Effekt, der eine Translokation in den Zellkern 
induziert, folgen Modifikationen (Acetylierung und Phosphorylierung), die nach längerer 
Dauer des zellulären Stresses im nukleären Kompartiment auftreten. Zudem kommt es zu 
einer Zunahme der Gesamtproteinmenge an endogenem YB-1 Protein. Dies legt eine 
Hochregulation der Transkription oder Translation nahe, über die längerfristige Effekte 
reguliert werden können. Dieses Modell berücksichtigt ebenfalls die Tatsache, dass sich 
YB-1 selbst reguliert.131 Demnach erhöht sich die Gesamtmenge an YB-1 unter zellulärem 
Stress. Anhand des dargestellten Modells können sowohl die erhöhten YB-1
Konzentrationen im Zytoplasma nach Hitzeschockbehandlung als auch die vermehrte 
Acetylierung im Zellkern, die die Transkription stimuliert, erklärt werden. Eine gesteigerte
Expression von YB-1 nach PDGF-BB Stimulation und Aktivierung des MAPK (mitogen-
activated protein kinase)-Wegs ist bereits beschrieben.70
Abbildung 4.1 Multiple Modifikationen von YB-1 führen zu einer Translokation des phosphorylierten 
YB-1 Proteins in den Zellkern und einer Aktivierung der Transkription.
Weiterhin interessierte, ob acetyliertes YB-1 vor allem im Zellkern vorliegt. In der Mehrzahl 
der Versuche war dies der Fall. Unklar bleibt jedoch, ob die Acetylierung eine 
Voraussetzung den nukleären Transport darstellt oder die Translokation aufgrund anderer 
Modifikationen stattfindet und die im Zellkern vorliegenden Acetylasen das Protein 
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sekundär posttranslational modifizieren.
Verschiedene Wachstumsfaktoren sind an der Regulation biologischer Prozesse beteiligt. 
Für den Wachstumsfaktor TGF-β (transforming growth factor-beta) konnte im Falle von 
NF-κB (Nukleärer Faktor-κB) gezeigt werden, dass er die Acetylierung der p65 
Untereinheit über einen Smad3/4-PKA-p300-abhängigen Signalweg induziert.132
In dieser Arbeit wurden die Zytokine PDGF-BB und Interferon-γ untersucht. Hinsichtlich 
ihres Einflusses auf YB-1 ergaben sich unterschiedliche Ergebnisse. Um zu testen, ob 
nach Zytokinstimulation (wie PDGF-BB) eine Translokation eintritt, die mit Acetylierung 
verbunden ist, wurden HEK293T-Zellen mit GFP-YB-1 transfiziert und stimuliert. Im 
Western Blot trat neben dem Volllängenprotein ein Spaltprodukt auf, welches jedoch nicht 
acetyliert war. Eine MALDI-TOF-Analyse bestätigte die Identität des Fragmentes. Es 
konnten jedoch keine Lysine in der Massenspektrometrie erkannt werden und somit auch 
keine Modifikation der Lysine. Insgesamt ändert sich durch PDGF-BB der 
Acetylierungsgrad nicht.
Die Translokation von YB-1-GFP nach vierstündiger Stimulation mit Interferon-γ in den 
Zellkern kann bestätigt werden. Im Gegensatz zu anderen Stress-Faktoren wie UV-
Bestrahlung und Hitzschockbehandlung konnte nur nach Stimulation mit Zytokinen eine
Spaltproduktbildung beobachtet werden. Die YB-1 Spaltprodukte konnten nach Stimulation 
mit Interferon-γ im Zytoplasma detektiert werden. Sie hatten einschließlich des GFP-Tags
ein relatives Molekulargewicht von 52 kDa bzw. 35 kDA. Da der GFP-Tag ein 
Molekulargewicht von 25,8 kDa aufweist, handelt es sich um Spaltprodukte mit einer 
Größe von ca. 34,2 bzw. 9,2 kDa. Die Spaltprodukte werden nur mit zytoplasmatischen 
Extrakten im Immunoblot nachgewiesen.
Auch nach Stimulation mit PDGF-BB kommt es zu einer Spaltproduktbildung des YB-1-
GFP Proteins. Das Fragment weist eine Größe von 52 kDa auf. In der 
massenspektrometrischen Analyse des Spaltproduktes kann die Identität von YB-1 
bestätigt werden. Die erste in der Massenspektrometrie zur Identifizierung des Proteins
detektierte Aminosäure befindet sich in Position 82, weiter N-terminal gelegene, YB-1-
spezifische Aminosäuren konnten nicht identifiziert werden. Der GFP-Tag im Protein-C-
Terminus wurde ebenfalls detektiert. Dieses Ergebnis beweist, dass es sich bei dem
Spaltprodukt um ein Teilstück von YB-1 handelt, das den C-terminalen Teil und die zentral 
lokalisierte cold shock Domäne des YB-1-GFP Proteins beinhaltet. Dies kann nur durch
eine N-terminal gelegene Spaltstelle erklärt werden. Folglich existiert neben der bereits 
bekannten C-terminalen Spaltstelle bei AS 220 noch mindestens eine weitere Spaltstelle.94
Nach Kotransfektion von der Acetyltransferase CBP und YB-1-GFP können eine 
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Spaltproduktbildung sowie höhermolekulare Banden gesehen werden. Nach Entwicklung 
mit dem Anti-GFP-Antikörper ergibt sich eine veränderte Auftrennung des 
Volllängenproteins und des Deletionskonstruktes ∆2 unter dem Einfluss von CBP. 
Weiterhin führt die Koexpression von YB-1-GFP und CBP zu einer zusätzlichen
hochmolekularen Bande (>130 kDa). Bei dieser Bande könnte es sich um einen
multimeren Komplex von YB-1 handeln. Für die C-terminale YB-1 Deletionsmutante (∆2) 
kann ebenfalls eine hochmolekulare Bande (> 140 kDa) nach Kotransfektion von CBP im 
Western Blot nachgewiesen werden. Diese Bande weist einen starken Acetylierungsgrad
auf. Möglicherweise ist ähnlich wie bei dem Tumorsuppressor p53 eine Acetylierung und 
gleichzeitig eine Multimerisierung von YB-1 eingetreten. Bei p53 kommt es infolge von 
DNA-Schaden zu einer vermehrten Acetylierung und einer Tetramerbildung des 
Proteins.122 Einerseits kann die hochmolekulare Bande mit dem Anti-GFP-Antikörper 
detektiert werden, andererseits liegt zumindest die hochmolekulare Bande der 
Deletionsmutante ∆2 acetyliert vor. Gegen die Annahme, dass es sich tatsächlich um eine 
multimere Struktur des YB-1 Proteins handelt, spricht die Verwendung von 
denaturierenden Gelen. Um eine Multimerbildung näher verifizieren zu können, müssten 
weitere Versuche mit nicht-denaturierenden Gelen durchgeführt werden. Eine kovalente 
Verknüpfung von YB-1 Molekülen über Disulfidbrücken ist insofern ausgeschlossen, als 
dass innerhalb des Proteins keine Cysteine vorliegen.
Grundsätzlich sind bei der Interpretation der hochmolekularen Banden, wie in Abbildung 
3.7 schematisch dargestellt, drei Erklärungsansätze denkbar. Einmal könnte es zu einer
Multimerbildung durch Interaktion des Proteins mit sich selbst kommen. In der
Schemazeichnung wäre es eine Interaktion von YB-1-GFP oder dem endogenen YB-1 
Protein oder beiden. Eine zweite Möglichkeit stellt die Interaktion mit einem anderen, nicht 
näher charakterisierten zellulären Protein (in Abbildung 3.7 als „Faktor X“ bezeichnet) dar. 
Eine Interaktion mit einem anderen Protein erscheint jedoch eher unwahrscheinlich, da die 
Immunpräzipitation und Detektion über einen Anti-GFP-Antikörper erfolgte. Der GFP-Tag
scheint nicht an der Multimerisierung beteiligt zu sein, da bei der Koexpression von CBP 
und GFP alleine keine Multimerisierung im Western Blot zu erkennen ist. Der dritte Ansatz 
wäre eine Komplexbildung von YB-1-GFP mit der Acetyltransferase CBP. Jedoch weist
CBP im Western Blot ein Molekulargewicht von >200 kDa auf.133
Interessant ist, dass sich das Bandenmuster gerade bei Transfektion und Expression von
YB-1-GFP bzw. dem Deletionskonstrukt ∆2 sowie Kotransfektion mit CBP verändert. 
Diese beiden YB-1 Proteine wurden auch als acetylierte Proteine im Western Blot 
ermittelt. Mutmaßlich könnte für die Multimerisierung von YB-1 eine Acetylierung im 
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Carboxyterminus erforderlich sein.
Neben der hochmolekularen Bande konnte für das Deletionskonstrukt ∆2 ein zusätzliches
Spaltprodukt (ca. 35 kDa) detektiert werden, das sich nach Kotransfektion von CBP im 
Western Blot vermindert nachweisen ässt. Die Abnahme könnte dafür sprechen, dass für 
die Generierung C-terminaler YB-1 Spaltprodukte keine CBP-Interaktion vorliegen darf.
Es bleibt festzuhalten, dass das YB-1 Protein an mindestens drei Stellen gespalten wird
(siehe Abbildung 4.2). Einmal gibt es die bereits vorbeschriebene Spaltstelle vor 
Glycin220.94 Unter dem Einfluss der Zytokine (PDGF-BB und Interferon-γ) und der 
Acetyltransferase CBP kommt es zur Bildung zwei weiterer Spaltprodukte. Das größere
Fragment läuft in der SDS-PAGE bei 52 kDa und wird, wie die MALDI-TOF Analyse 
gezeigt hat, N-terminal vor Aminosäure 82 gespalten. Im Western Blot wird das Fragment
nach Stimulation sowohl mit PDGF-BB als auch mit Interferon-γ detektiert. Acetyliert liegt 
dieses Spaltprodukt nicht vor. Mit dem zweiten Spaltprodukt verhält es sich etwas anders: 
Im Immunoblot wird es bei 35 kDa detektiert. Seine Bildung wird durch Interferon-γ
stimuliert. Außerdem kann es nach Transfektion des Deletionskonstruktes ∆2 
nachgewiesen werden. Das Deletionskonstrukt ∆2 beinhaltet die Aminosäuren 260-317, 
damit ist klar, dass YB-1 auch nach dem oben erwähnten Glycin220 gespalten werden 
muss. Interessanterweise wird diese Spaltung durch Kotransfektion von CBP gehemmt.
Dies legt einen Einfluss der Proteininteraktion CBP/YB-1 auf die Bildung von 
Spaltprodukten nahe.
Abbildung 4.2 Schematische Darstellung der Lokalisation der Spaltstellen innerhalb des YB-1-GFP 
Proteins. Bekannt ist die Spaltstelle vor Glycin220 (Sorokin et al.). Nach Stimulation mit PDGF-BB und 
Interferon-γ ensteht ein C-terminales Spaltprodukt von ca. 52 kDa. Eine dritte Spaltung findet nach 
Stimulation mit Interferon-γ und nach Kotransfektion von ∆2 statt; wobei nach Kotransfektion von ∆2 und 
CBP die Spaltung nicht nachweisbar ist.
Für p53 konnte ein Zusammenhang zwischen DNA-Schaden und Acetylierungsgrad
gezeigt werden.122 Als Antwort auf eine DNA-Schädigung bildet PTEN einen Komplex mit 
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p300 und führt darüber zu einem hohen Acetylierungsgrad von p53. Die Acetylierung von 
p53 fördert die PTEN:p53 Interaktion.
Auch wenn CBP den Acetylierungsgrad von YB-1-GFP im Western Blot nicht zu 
verstärken scheint, führt die Kotransfektion von CBP zu einem veränderten 
Bandenmuster. Insofern interessiert es, die Beziehung zwischen YB-1 und 
Acetyltransferasen näher zu untersuchen. Es gibt eine Reihe von Acetyltransferasen, die 
für die Acetylierung von Proteinen in der Zelle verantwortlich sind.97 Nach 
Koimmunpräzipitationsanalysen scheint eine Protein-Protein-Wechselwirkung nur für CBP 
und YB-1 wahrscheinlich. Für die übrigen untersuchten Acetyltransferasen (p300 und 
pCAF) konnte im Western Blot keine Interaktion bestätigt werden, obwohl beide 
Acetyltransferasen im Zelllysat mit Hilfe spezifischer Antikörper detektierbar waren. In 
diesen Versuchansätzen wurde eine Interaktion mittels Koimmunpräzipitation für die
endogen vorliegenden Acetyltransferasen durchgeführt. Grund für nicht nachweisbare 
Interaktion zwischen YB-1 und p300 bzw. pCAF könnte eine für die Koimmunpräzipitation 
nicht ausreichend stabile Protein-Protein-Interaktion sein. Denkbar wäre auch, dass diese 
beiden Acetyltransferasen nur unter zellulären Stressbedingungen mit YB-1 interagieren 
und somit in diesem Ansatz keine Komplexbildung zwischen YB-1 und den
Acetyltransferasen stattgefindet. Für NF-κB ist dies bereits in der Literatur beschrieben. 
Wie Rahman et al.134 gezeigt haben, kann die Komplexbildung zwischen CBP/p300 und 
der p65 Untereinheit von NF-κB durch oxidativen Stress gesteigert werden.
Auch die Umkehrreaktion, die Deactylierung von YB-1, sollte anhand zweier Deacetylasen 
untersucht werden. Eine Regulation der Deacetylierung von Proteinen durch 
Histondeacetylasen konnte beispielsweise für Hsp90 gezeigt werden.135 Für YB-1 kann
eine Interaktion mit den ektop exprimierten Deacetylasen HDAC-1-myc und Sirt1-HA im 
Western Blot mittels Koimmunpräzipitation nachgewiesen werden. Im Falle des HDAC-1 
Proteins ist im Immunoblot auch eine Interaktion zwischen dem endogenen HDAC-1 
Protein und YB-1 sichtbar. Das endogene HDAC-1 Protein liegt nur im Zellkern vor und 
interagiert mit dem endogenen YB-1 Protein. Die Bedeutung der Interaktion zwischen YB-
1 und HDAC-1 bzw. Sirt1 hinsichtlich der Funktion in der Zelle wurde nicht näher 
charakterisiert. Inwiefern dabei die Lokalisation innerhalb der Zellkompartimente eine Rolle 
spielt, bedarf ebenfalls weiterer Studien. Für Sirt1 ist in der Literatur eine nukleäre 
Lokalisation vorbeschrieben.104 Grund für den Nachweis im zytoplasmatischen 
Zellkompartiment kann sein, dass der angehängte HA-Tag die subzelluläre Loaklisation 
beeinflusst. Andererseits könnte auch die Interaktion von YB-1 mit Sirt1 eine subzelluläre 
Translokation induzieren.
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Die reversible Acetylierung ist eine entscheidende posttranslationale Modifikation von 
Nicht-Histon Proteinen und Transkriptionsfaktoren.136,137 Abhängig von modifizierten 
funktionellen Domänen kann eine Acetylierung die DNA-Erkennung, die Proteinstabilität, 
die Protein-Protein-Interaktion und die subzelluläre Lokalisation von Proteinen 
regulieren.138 Diese Tatsache legt nahe, dass die Wirkung der Acetylierung auf die 
zellulären Funktionen sehr unterschiedlich sein kann und für das jeweilige Protein 
spezifisch untersucht werden muss. Im Fall von YB-1 konnte in dieser Arbeit gezeigt 
werden, dass eine vermehrte Acetylierung mit einer vermehrten Expression von YB-1 
Protein einhergeht. Betrachtet man den Transkriptionsfaktor NF-κB, so konnten Park et 
al.139 zeigen, dass durch die Überexpression von Daxx die Expression von NF-κB-
regulierten Genen wie IL8 und IκBα gehemmt wird. Dies geschieht über eine Hemmung 
der Acetylierung der p65 Untereinheit von NF-κB. Die Acetylierung von 
Transkriptionsfaktoren kann folglich eine unterschiedliche Wirkung auf die DNA-Bindung 
haben. So ist für p53 eine aktivierende Wirkung in der Literatur beschrieben,106 für HMG 
I(Y) (high-mobility group I) hingegen eine hemmende.140
Die Acetylierung erfolgt mit Hilfe sogenannter Acetyltransferasen. Für YB-1 konnte mittels 
Koimmunpräzipitation eine Interaktion mit der Acetyltransferase CBP nachgewiesen 
werden. So sind auch viele andere Transkriptionsfaktoren wie p53, E2F1, EKLF, TFIIEb, 
TFIIF; TCF, GATA1, HMG I(Y) und ACTR als Substrate von Acetyltransferasen wie pCAF 
und/oder CBP/p300 identifiziert worden.141
Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen unter Zellstressbedingungen wie UV-
Bestrahlung oder Hitzeschock, zeigen eine deutliche Zunahme des Acetylierungsgrades 
von YB-1. Die wichtige Rolle der Acetylierung als Antwort auf zelulären Stress ist für den
Transkriptionsfaktor p53 aus der Literatur bekannt.142
Ebenso kann die subzelluläre Lokalisation von Transkriptionsfaktoren wie NF-κB durch 
Acetylierung verändert werden.143 Anders als bei YB-1 führt die Acetylierung der p65 
Untereinheit zu einem Export in das zytoplasmatische Zellkompartiment.144 In HEK293T-
Zellen konnte eine Verschiebung der acetylierten YB-1 Fraktion in den Zellkern beobachtet 
werden.
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4.1 Ausblick
Mit den gewonnenen Erkenntnissen zur Acetylierung von YB-1 nach Zellstimulation wird 
es in Folgeuntersuchungen von Interesse sein, die Acetylierungsstellen im YB-1 Protein 
näher zu charakterisieren: Dies ist auf der einen Seite möglich, indem man das YB-1
Protein massenspektrometrisch (MALDI-TOF) analysiert. Zum anderen kann eine 
Acetylierung durch Einbau und die Detektion von radioaktiv markierten Gruppen weiter 
spezifiziert werden. 
Anhand der bisherigen Ergebnisse gab es Hinweise, dass es sich um die Lysine im 
Protein C-Terminus handelt, deren Acetylierung Auswirkungen auf die Translokation, die 
Transkription bzw. Interaktion mit anderen Proteinen haben. Deshalb wurde für die 
Fortsetzung des Projektes eine Zellmanipulation vorgenommen, bei der mittels siRNA für 
YB-1 die Synthese von YB-1 supprimiert wird. Transfiziert man in diese Zellen nun DNA, 
die für YB-1 kodiert, jedoch innerhalb der durch die siRNA angegebene Sequenz 
Permutationen aufweist, so kann ein Rekonstitutionsexperiment durchgeführt werden. Wie 
Chao et al.145 für p53 gezeigt haben, können Lysine durch Missense-Mutationen im 
endogenen p53 Gen gegen Arginin ausgetauscht werden und damit die Relevanz der 
Acetylierung für die Transkription und Translation näher untersucht werden. Ein Modell
zum Austausch von Lysin gegen Alanin für YB-1 mit Hilfe von siRNA-Zellen ist in 
Abbildung 4.3 schematisch dargestellt.
Dabei soll unter anderem untersucht werden, ob eine Spaltproduktbildung auch nach dem 
Austausch der Lysine auftritt. Kann eine Spaltung von YB-1 nicht nachgewiesen werden, 
wenn die Lysine gegen Alanine ausgetauscht sind, so muss angenommen werden, dass 
die ausgetauschten Lysine funktionell relevant sind.
Dieses Modell ist auch geeignet, die acetylierungsabhängige Aktivierung bzw. Repression 
der Gentranskription mittels Luciferase-Reporteranalysen nachzuweisen.
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Abbildung 4.3 Schematische Darstellung eines Modells, in dem die potenziell acetylierten Lysine 
durch Alanine ersetzt wurden.
Weiterhin ist geplant, die Acetylierung und Phosphorylierung unter Stressbedingungen 
weiter zu prüfen. Beispielsweise wurden in den bisherigen Ansätzen die Zellen nach der 
UV-Behandlung für weitere drei Stunden in den Brutschrank gestellt und erst anschließend 
geerntet. Es soll daher die Acetylierung von endogenem YB-1 Protein in einer Zeitkinetik 
(Zellernte unmittelbar nach Stimulation, 15, 30 und 60 Minuten nach Stimulation) überprüft 
werden.
Im Hinblick auf die Phosphorylierung kann die spezifische Phosphorylierung an den 
entsprechenden Aminosäuren noch enger eingegrenzt werden. So werden beispielsweise
die Aminosäuren Serin und Threonin durch Proteinkinase C (PKC) oder Caseinkinasen 
phosphoryliert. Für diese Kinasen gibt es Hemmstoffe (siehe Tabelle 5). Wie Koike et al.81
bereits gezeigt haben und wir bestätigen konnten, kommt es zu einer Akkumulation von 
YB-1 im Zellkern nach UV-Bestrahlung. Diese Translokation in den Zellkern kann durch 
den Proteinkinase Inhibitor H7 blockiert werden. Diese Translokation scheint über einen 
durch die Proteinkinase C-aktivierten Signalweg vermittelt zu werden.
Für YB-1 konnte eine Hemmung der Translokation in den Zellkern nach Zugabe von
Inhibitoren sowohl der Januskinasen als auch der Caseinkinase II gezeigt werden42. Zur 
Inhibition der Caseinkinase kann der Inhibitor DMAT eingesetzt werden. Tyrosine, die 
durch die PI3 Kinase phosphoryliert werden, können mittels LY 294002 gehemmt werden. 
Nach Behandlung mit den genannten Inhibitoren müsste die Detektion der 
Phosphorylierung mit den spezifischen Phosphorylierungs-Antikörpern im Western Blot 
nicht mehr möglich sein.47
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Tabelle 5 Hemmstoffe der verschiedenen Kinasen.
Kinase Phosphorylierungsstellen Hemmstoff
Proteinkinase C Serin, Threonin H7
Caseinkinase Serin, Threonin DMAT (Caseinkinase II Inhibitor)
PI3-Kinase Tyrosin LY 294002
Innerhalb des YB-1 Proteins liegen eine Reihe potenzieller Phosphorylierungsstellen für
PKC-, CK2- und PKB/Akt. Durch Mutagenese kann ihre Bedeutung für die subzelluläre 
Translokation geklärt werden. Innerhalb dieser Stellen wiederum befinden sich sowohl 
Threonine als auch Serine, die, wie bereits gezeigt werden konnte, phosphoryliert werden. 
Um genau herauszufinden, welche der potenziellen Phosphorylierungsstellen nun 
phosphoryliert vorliegen bzw. ob die detektierten Spaltprodukte diese 
Phosphorylierungsstellen enthalten, können Antikörper hergestellt werden, die spezifisch 
gegen modifizierte (phosphorylierte) Epitope gerichtet sind. Abbildung 4.4 zeigt 
schematisch potenzielle Phosphorylierungs-Domänen, gegen die spezifisch Antikörper 
synthetisiert werden könnten. Innerhalb dieser Stellen befinden sich Threonine und Serine. 
Eine Threonin- (Abbildung 3.17) und Serin-Phosphorylierung117 konnten bereits 
nachgewiesen werden.
Auch Phosphorylierung als posttranslationale Modifikation von Transkriptionsfaktoren kann 
für die Regulation von Zellzyklusprozessen wichtig sein. So ist die Phosphorylierung von 
STAT1 an Serin 727 (innerhalb der Transaktivierungsdomäne gelegen) erforderlich für die 
Interferon-γ-abhängige Immunabwehr.146
Abbildung 4.4 Synthese von phosphospezifischen Antikörper, die gegen potenzielle
Phosphorylierungs-Domänen im YB-1 Protein. Dargestellt sind die Aminosäuren 63-113.
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4.2 Zusammenfassung
Das Y-box Protein-1 (YB-1) reguliert unter Zellstressbedingungen eine Vielzahl zellulärer 
Prozesse, wie Gentranskription und mRNA Translation. In der vorliegenden Arbeit wurde 
der Frage nachgegangen, ob und welcher(n) posttranslationalen Modifikation(en) YB-1 bei 
zellulärem Stress unterliegt. Ein besonderes Augenmerk galt hierbei der Acetylierung und 
Phosphorylierung von YB-1; Modifikationen, die bekanntermaßen auch die subzelluläre 
Lokalisation mit beeinflussen.
In nicht-gestressten humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293T) war YB-1 nur zu 
einem Bruchteil acetyliert, während nach Zellstress wie Hyperthermie oder UV-
Bestrahlung die Acetylierung deutlich zunahm. Acetyliertes YB-1 Protein war vornehmlich 
im Zellkern nachweisbar. Eine zeitabhängige Zunahme der Acetylierung innerhalb von 15
Minuten (bei Hitzeschockbehandlung) war nachweisbar. Das modifizierte YB-1 Protein 
ändert seine Größe und wurde in der SDS-PAGE nicht mehr bei 52 kDa, sondern bei 60 
kDa detektiert, so dass weitere Modifikationen vorliegen müssen. Eine zusätzliche 
Modifikation bestand in einer Threonin-Phosphorylierung.
Nach Stimulation von HEK293T-Zellen mit Zytokinen wie Interferon-γ und PDGF-BB 
wurden differenzielle Proteinmodifikationen nachgewiesen. Die Inkubation mit beiden 
Zytokinen führte zu einer Spaltung von YB-1-GFP innerhalb des Protein N-Terminus, wie 
durch eine MALDI-TOF Untersuchung belegt wurde. Diese erstmalig gefundene 
Spaltstelle im N-Terminus muss sich vor Aminosäure 82 befinden. Weiterhin wurde nach 
Interferon-γ Stimulation ebenfalls eine Acetylierung von nukleärem YB-1 Protein mit 
Zunahme des relativen Molekulargewichts auf 60 kDa gefunden. Für den 
Wachstumsfaktor PDGF-BB konnte eine Zunahme des Acetylierungsgrades in der 
Western Blot Analyse nicht nachgewiesen werden.
Außerdem wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob YB-1 mit Acetyltransferasen 
(CBP, p300 und pCAF) und Histondeacetylasen interagiert. Eine Interaktion von YB-1 mit 
CBP war in der Koimmunpräzipitation sichtbar, während eine Interaktion von YB-1 mit 
p300 und pCAF nicht nachweisbar war. Die Acetylierung des YB-1 Proteins wurde durch 
Überexpression von CBP nicht verstärkt, jedoch konnte eine gesteigerte proteolytische 
Spaltung von YB-1 sowie die Ausbildung von hochmolekularen Komplexen gesehen 
werden. Weitere Proteininteraktionen zwischen YB-1 Protein und Deacetylasen (HDAC-1 
und Sirt1) waren mittels Koimmunpräzipitation nachweisbar, so dass YB-1 mit wichtigen 
Enzymen zur Regulation der Acetylierung interagiert.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine Reihe von posttranslationalen YB-1 
Proteinmodifikationen, wie Acetylierung und Phosphorylierung, unter zellulärem Stress 
und nach Zytokinstimulation, die vermutlich in Zusammenhang mit einer intrazellulären
Lokalisationsänderung stehen.
5 Literaturverzeichnis 81
5 Literaturverzeichnis
1. La Teana,A., Brandi,A., Falconi,M., Spurio,R., Pon,C.L., & Gualerzi,C.O. 
Identification of a cold shock transcriptional enhancer of the Escherichia coli gene 
encoding nucleoid protein H-NS. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 88, 10907-10911 
(1991).
2. Jones,K.A., Kadonaga,J.T., Rosenfeld,P.J., Kelly,T.J., & Tjian,R. A cellular DNA-
binding protein that activates eukaryotic transcription and DNA replication. Cell 48, 
79-89 (1987).
3. Jones,P.G., VanBogelen,R.A., & Neidhardt,F.C. Induction of proteins in response to 
low temperature in Escherichia coli. J. Bacteriol. 169, 2092-2095 (1987).
4. Tafuri,S.R. & Wolffe,A.P. Xenopus Y-box transcription factors: molecular cloning, 
functional analysis and developmental regulation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 87, 
9028-9032 (1990).
5. Wistow,G. Cold shock and DNA binding. Nature 344, 823-824 (1990).
6. Grant,C.E. & Deeley,R.G. Cloning and characterization of chicken YB-1: regulation 
of expression in the liver. Mol. Cell Biol. 13, 4186-4196 (1993).
7. Horwitz,E.M., Maloney,K.A., & Ley,T.J. A human protein containing a "cold shock" 
domain binds specifically to H-DNA upstream from the human gamma-globin 
genes. J. Biol. Chem. 269, 14130-14139 (1994).
8. Kandala,J.C. & Guntaka,R.V. Cloning of Rous sarcoma virus enhancer factor 
genes. I. Evidence that RSV-EF-I is related to Y-box (inverted CCAAT) binding 
proteins and binds to multiple motifs in the RSV enhancer. Virology 198, 514-523 
(1994).
9. Ozer,J., Chalkley,R., & Sealy,L. Characterization of rat pseudogenes for enhancer 
factor I subunit A: ripping provides clues to the evolution of the EFIA/dbpB/YB-1 
multigene family. Gene 133, 187-195 (1993).
10. Ozer,J., Faber,M., Chalkley,R., & Sealy,L. Isolation and characterization of a cDNA 
clone for the CCAAT transcription factor EFIA reveals a novel structural motif. J. 
Biol. Chem. 265, 22143-22152 (1990).
11. Triqueneaux,G., Velten,M., Franzon,P., Dautry,F., & Jacquemin-Sablon,H. RNA 
binding specificity of Unr, a protein with five cold shock domains. Nucleic Acids Res.
27, 1926-1934 (1999).
12. Wolffe,A.P. Structural and functional properties of the evolutionarily ancient Y-box 
family of nucleic acid binding proteins. Bioessays 16, 245-251 (1994).
13. Goldstein,J., Pollitt,N.S., & Inouye,M. Major cold shock protein of Escherichia coli. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 87, 283-287 (1990).
5 Literaturverzeichnis82
14. Schnuchel,A., Wiltscheck,R., Czisch,M., Herrler,M., Willimsky,G., Graumann,P., 
Marahiel,M.A., & Holak,T.A. Structure in solution of the major cold-shock protein 
from Bacillus subtilis. Nature 364, 169-171 (1993).
15. Schindelin,H., Marahiel,M.A., & Heinemann,U. Universal nucleic acid-binding 
domain revealed by crystal structure of the B. subtilis major cold-shock protein. 
Nature 364, 164-168 (1993).
16. Kloks,C.P., Spronk,C.A., Lasonder,E., Hoffmann,A., Vuister,G.W., Grzesiek,S., & 
Hilbers,C.W. The solution structure and DNA-binding properties of the cold-shock 
domain of the human Y-box protein YB-1. J. Mol. Biol. 316, 317-326 (2002).
17. Landsman,D. RNP-1, an RNA-binding motif is conserved in the DNA-binding cold 
shock domain. Nucleic Acids Res. 20, 2861-2864 (1992).
18. Graumann,P. & Marahiel,M.A. Some like it cold: response of microorganisms to 
cold shock. Arch. Microbiol. 166, 293-300 (1996).
19. Ruzanov,P.V., Evdokimova,V.M., Korneeva,N.L., Hershey,J.W., & Ovchinnikov,L.P. 
Interaction of the universal mRNA-binding protein, p50, with actin: a possible link 
between mRNA and microfilaments. J. Cell Sci. 112 ( Pt 20), 3487-3496 (1999).
20. Izumi,H., Imamura,T., Nagatani,G., Ise,T., Murakami,T., Uramoto,H., Torigoe,T., 
Ishiguchi,H., Yoshida,Y., Nomoto,M., Okamoto,T., Uchiumi,T., Kuwano,M., Funa,K., 
& Kohno,K. Y box-binding protein-1 binds preferentially to single-stranded nucleic 
acids and exhibits 3'-->5' exonuclease activity. Nucleic Acids Res. 29, 1200-1207 
(2001).
21. Ladomery,M. & Sommerville,J. Binding of Y-box proteins to RNA: involvement of 
different protein domains. Nucleic Acids Res. 22, 5582-5589 (1994).
22. Tafuri,S.R. & Wolffe,A.P. DNA binding, multimerization, and transcription 
stimulation by the Xenopus Y box proteins in vitro. New Biol. 4, 349-359 (1992).
23. Kolluri,R., Torrey,T.A., & Kinniburgh,A.J. A CT promoter element binding protein: 
definition of a double-strand and a novel single-strand DNA binding motif. Nucleic 
Acids Res. 20, 111-116 (1992).
24. Ozer,J., Faber,M., Chalkley,R., & Sealy,L. Isolation and characterization of a cDNA 
clone for the CCAAT transcription factor EFIA reveals a novel structural motif. J. 
Biol. Chem. 265, 22143-22152 (1990).
25. Skabkin,M.A., Evdokimova,V., Thomas,A.A., & Ovchinnikov,L.P. The major 
messenger ribonucleoprotein particle protein p50 (YB-1) promotes nucleic acid 
strand annealing. J. Biol. Chem. 276, 44841-44847 (2001).
26. Didier,D.K., Schiffenbauer,J., Woulfe,S.L., Zacheis,M., & Schwartz,B.D. 
Characterization of the cDNA encoding a protein binding to the major 
histocompatibility complex class II Y box. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 85, 7322-
7326 (1988).
27. Schindelin,H., Jiang,W., Inouye,M., & Heinemann,U. Crystal structure of CspA, the 
major cold shock protein of Escherichia coli. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 91, 5119-
5123 (1994).
5 Literaturverzeichnis 83
28. MacDonald,G.H., Itoh-Lindstrom,Y., & Ting,J.P. The transcriptional regulatory 
protein, YB-1, promotes single-stranded regions in the DRA promoter. J. Biol. 
Chem. 270, 3527-3533 (1995).
29. Norman,J.T., Lindahl,G.E., Shakib,K., En-Nia,A., Yilmaz,E., & Mertens,P.R. The Y-
box binding protein YB-1 suppresses collagen alpha 1(I) gene transcription via an 
evolutionarily conserved regulatory element in the proximal promoter. J. Biol. Chem.
276, 29880-29890 (2001).
30. Kohno,K., Izumi,H., Uchiumi,T., Ashizuka,M., & Kuwano,M. The pleiotropic 
functions of the Y-box-binding protein, YB-1. Bioessays 25, 691-698 (2003).
31. Coles,L.S., Diamond,P., Occhiodoro,F., Vadas,M.A., & Shannon,M.F. Cold shock 
domain proteins repress transcription from the GM-CSF promoter. Nucleic Acids 
Res. 24, 2311-2317 (1996).
32. Diamond,P., Shannon,M.F., Vadas,M.A., & Coles,L.S. Cold shock domain factors 
activate the granulocyte-macrophage colony-stimulating factor promoter in 
stimulated Jurkat T cells. J. Biol. Chem. 276, 7943-7951 (2001).
33. Mertens,P.R., Alfonso-Jaume,M.A., Steinmann,K., & Lovett,D.H. A synergistic 
interaction of transcription factors AP2 and YB-1 regulates gelatinase A enhancer-
dependent transcription. J. Biol. Chem. 273, 32957-32965 (1998).
34. Mertens,P.R., Harendza,S., Pollock,A.S., & Lovett,D.H. Glomerular mesangial cell-
specific transactivation of matrix metalloproteinase 2 transcription is mediated by 
YB-1. J. Biol. Chem. 272, 22905-22912 (1997).
35. Ise,T., Nagatani,G., Imamura,T., Kato,K., Takano,H., Nomoto,M., Izumi,H., 
Ohmori,H., Okamoto,T., Ohga,T., Uchiumi,T., Kuwano,M., & Kohno,K. Transcription 
factor Y-box binding protein 1 binds preferentially to cisplatin-modified DNA and 
interacts with proliferating cell nuclear antigen. Cancer Res. 59, 342-346 (1999).
36. Stenina,O.I., Shaneyfelt,K.M., & DiCorleto,P.E. Thrombin induces the release of the 
Y-box protein dbpB from mRNA: a mechanism of transcriptional activation. Proc. 
Natl. Acad. Sci. U. S. A 98, 7277-7282 (2001).
37. Coles,L.S., Diamond,P., Lambrusco,L., Hunter,J., Burrows,J., Vadas,M.A., & 
Goodall,G.J. A novel mechanism of repression of the vascular endothelial growth 
factor promoter, by single strand DNA binding cold shock domain (Y-box) proteins 
in normoxic fibroblasts. Nucleic Acids Res. 30, 4845-4854 (2002).
38. Fukada,T. & Tonks,N.K. Identification of YB-1 as a regulator of PTP1B expression: 
implications for regulation of insulin and cytokine signaling. EMBO J. 22, 479-493 
(2003).
39. Yan,C. & Tamm,I. Molecular cloning and characterization of interferon alpha/beta 
response element binding factors of the murine (2'-5')oligoadenylate synthetase 
ME-12 gene. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 88, 144-148 (1991).
40. Ohmori,M., Shimura,H., Shimura,Y., & Kohn,L.D. A Y-box protein is a suppressor 
factor that decreases thyrotropin receptor gene expression. Mol. Endocrinol. 10, 76-
89 (1996).
5 Literaturverzeichnis84
41. Dhalla,A.K., Ririe,S.S., Swamynathan,S.K., Weber,K.T., & Guntaka,R.V. chk-YB-
1b, a Y-box binding protein activates transcription from rat alpha1(I) procollagen 
gene promoter. Biochem. J. 336 ( Pt 2), 373-379 (1998).
42. Higashi,K., Inagaki,Y., Fujimori,K., Nakao,A., Kaneko,H., & Nakatsuka,I. Interferon-
gamma interferes with transforming growth factor-beta signaling through direct 
interaction of YB-1 with Smad3. J. Biol. Chem. 278, 43470-43479 (2003).
43. En-Nia,A., Yilmaz,E., Klinge,U., Lovett,D.H., Stefanidis,I., & Mertens,P.R. 
Transcription factor YB-1 mediates DNA polymerase alpha gene expression. J. Biol. 
Chem. 280, 7702-7711 (2005).
44. Okamoto,T., Izumi,H., Imamura,T., Takano,H., Ise,T., Uchiumi,T., Kuwano,M., & 
Kohno,K. Direct interaction of p53 with the Y-box binding protein, YB-1: a 
mechanism for regulation of human gene expression. Oncogene 19, 6194-6202 
(2000).
45. Lasham,A., Lindridge,E., Rudert,F., Onrust,R., & Watson,J. Regulation of the 
human fas promoter by YB-1, Puralpha and AP-1 transcription factors. Gene 252, 
1-13 (2000).
46. Chernukhin,I.V., Shamsuddin,S., Robinson,A.F., Carne,A.F., Paul,A., El Kady,A.I., 
Lobanenkov,V.V., & Klenova,E.M. Physical and functional interaction between two 
pluripotent proteins, the Y-box DNA/RNA-binding factor, YB-1, and the multivalent 
zinc finger factor, CTCF. J. Biol. Chem. 275, 29915-29921 (2000).
47. Bargou,R.C., Jurchott,K., Wagener,C., Bergmann,S., Metzner,S., Bommert,K., 
Mapara,M.Y., Winzer,K.J., Dietel,M., Dorken,B., & Royer,H.D. Nuclear localization 
and increased levels of transcription factor YB-1 in primary human breast cancers 
are associated with intrinsic MDR1 gene expression. Nat. Med. 3, 447-450 (1997).
48. Geier,A., Mertens,P.R., Gerloff,T., Dietrich,C.G., En-Nia,A., Kullak-Ublick,G.A., 
Karpen,S.J., Matern,S., & Gartung,C. Constitutive rat multidrug-resistance protein 2 
gene transcription is down-regulated by Y-box protein 1. Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 309, 612-618 (2003).
49. Stein,U., Jurchott,K., Walther,W., Bergmann,S., Schlag,P.M., & Royer,H.D. 
Hyperthermia-induced nuclear translocation of transcription factor YB-1 leads to 
enhanced expression of multidrug resistance-related ABC transporters. J. Biol. 
Chem. 276, 28562-28569 (2001).
50. Kauffmann,H.M., Vorderstemann,B., & Schrenk,D. Basal expression of the rat, but 
not of the human, multidrug resistance protein 2 (MRP2) gene is mediated by 
CBF/NF-Y and Sp1 promoter-binding sites. Toxicology 167, 25-35 (2001).
51. Li,W.W., Hsiung,Y., Wong,V., Galvin,K., Zhou,Y., Shi,Y., & Lee,A.S. Suppression of 
grp78 core promoter element-mediated stress induction by the dbpA and dbpB (YB-
1) cold shock domain proteins. Mol. Cell Biol. 17, 61-68 (1997).
52. Zou,Y., Evans,S., Chen,J., Kuo,H.C., Harvey,R.P., & Chien,K.R. CARP, a cardiac 
ankyrin repeat protein, is downstream in the Nkx2-5 homeobox gene pathway. 
Development 124, 793-804 (1997).
5 Literaturverzeichnis 85
53. Knezetic,J.A. & Felsenfeld,G. Mechanism of developmental regulation of alpha pi, 
the chicken embryonic alpha-globin gene. Mol. Cell Biol. 13, 4632-4639 (1993).
54. Swamynathan,S.K., Nambiar,A., & Guntaka,R.V. Chicken YB-2, a Y-box protein, is 
a potent activator of Rous sarcoma virus long terminal repeat-driven transcription in 
avian fibroblasts. J. Virol. 71, 2873-2880 (1997).
55. Kashanchi,F., Duvall,J.F., Dittmer,J., Mireskandari,A., Reid,R.L., Gitlin,S.D., & 
Brady,J.N. Involvement of transcription factor YB-1 in human T-cell lymphotropic 
virus type I basal gene expression. J. Virol. 68, 561-565 (1994).
56. Ansari,S.A., Safak,M., Gallia,G.L., Sawaya,B.E., Amini,S., & Khalili,K. Interaction of 
YB-1 with human immunodeficiency virus type 1 Tat and TAR RNA modulates viral 
promoter activity. J. Gen. Virol. 80 ( Pt 10), 2629-2638 (1999).
57. Safak,M., Gallia,G.L., Ansari,S.A., & Khalili,K. Physical and functional interaction 
between the Y-box binding protein YB-1 and human polyomavirus JC virus large T 
antigen. J. Virol. 73, 10146-10157 (1999).
58. Bouvet,P., Matsumoto,K., & Wolffe,A.P. Sequence-specific RNA recognition by the 
Xenopus Y-box proteins. An essential role for the cold shock domain. J. Biol. Chem.
270, 28297-28303 (1995).
59. Evdokimova,V.M., Wei,C.L., Sitikov,A.S., Simonenko,P.N., Lazarev,O.A., 
Vasilenko,K.S., Ustinov,V.A., Hershey,J.W., & Ovchinnikov,L.P. The major protein 
of messenger ribonucleoprotein particles in somatic cells is a member of the Y-box 
binding transcription factor family. J. Biol. Chem. 270, 3186-3192 (1995).
60. Jiang,W., Hou,Y., & Inouye,M. CspA, the major cold-shock protein of Escherichia 
coli, is an RNA chaperone. J. Biol. Chem. 272, 196-202 (1997).
61. Matsumoto,K. & Wolffe,A.P. Gene regulation by Y-box proteins: coupling control of 
transcription and translation. Trends Cell Biol. 8, 318-323 (1998).
62. Evdokimova,V.M., Kovrigina,E.A., Nashchekin,D.V., Davydova,E.K., Hershey,J.W., 
& Ovchinnikov,L.P. The major core protein of messenger ribonucleoprotein particles 
(p50) promotes initiation of protein biosynthesis in vitro. J. Biol. Chem. 273, 3574-
3581 (1998).
63. Davydova,E.K., Evdokimova,V.M., Ovchinnikov,L.P., & Hershey,J.W. 
Overexpression in COS cells of p50, the major core protein associated with mRNA, 
results in translation inhibition. Nucleic Acids Res. 25, 2911-2916 (1997).
64. Chen,C.Y., Gherzi,R., Andersen,J.S., Gaietta,G., Jurchott,K., Royer,H.D., Mann,M., 
& Karin,M. Nucleolin and YB-1 are required for JNK-mediated interleukin-2 mRNA 
stabilization during T-cell activation. Genes Dev. 14, 1236-1248 (2000).
65. Capowski,E.E., Esnault,S., Bhattacharya,S., & Malter,J.S. Y box-binding factor 
promotes eosinophil survival by stabilizing granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor mRNA. J. Immunol. 167, 5970-5976 (2001).
66. Evdokimova,V., Ruzanov,P., Imataka,H., Raught,B., Svitkin,Y., Ovchinnikov,L.P., & 
Sonenberg,N. The major mRNA-associated protein YB-1 is a potent 5' cap-
dependent mRNA stabilizer. EMBO J. 20, 5491-5502 (2001).
5 Literaturverzeichnis86
67. Stickeler,E., Fraser,S.D., Honig,A., Chen,A.L., Berget,S.M., & Cooper,T.A. The 
RNA binding protein YB-1 binds A/C-rich exon enhancers and stimulates splicing of 
the CD44 alternative exon v4. EMBO J. 20, 3821-3830 (2001).
68. Raffetseder,U., Frye,B., Rauen,T., Jurchott,K., Royer,H.D., Jansen,P.L., & 
Mertens,P.R. Splicing factor SRp30c interaction with Y-box protein-1 confers 
nuclear YB-1 shuttling and alternative splice site selection. J. Biol. Chem. 278, 
18241-18248 (2003).
69. Chansky,H.A., Hu,M., Hickstein,D.D., & Yang,L. Oncogenic TLS/ERG and EWS/Fli-
1 fusion proteins inhibit RNA splicing mediated by YB-1 protein. Cancer Res. 61, 
3586-3590 (2001).
70. van Roeyen,C.R., Eitner,F., Martinkus,S., Thieltges,S.R., Ostendorf,T., 
Bokemeyer,D., Luscher,B., Luscher-Firzlaff,J.M., Floege,J., & Mertens,P.R. Y-box 
protein 1 mediates PDGF-B effects in mesangioproliferative glomerular disease. J. 
Am. Soc. Nephrol. 16, 2985-2996 (2005).
71. Betsholtz,C. & Raines,E.W. Platelet-derived growth factor: a key regulator of 
connective tissue cells in embryogenesis and pathogenesis. Kidney Int. 51, 1361-
1369 (1997).
72. Stenina,O.I., Poptic,E.J., & DiCorleto,P.E. Thrombin activates a Y box-binding 
protein (DNA-binding protein B) in endothelial cells. J. Clin. Invest 106, 579-587 
(2000).
73. Janz,M., Harbeck,N., Dettmar,P., Berger,U., Schmidt,A., Jurchott,K., Schmitt,M., & 
Royer,H.D. Y-box factor YB-1 predicts drug resistance and patient outcome in 
breast cancer independent of clinically relevant tumor biologic factors HER2, uPA 
and PAI-1. Int. J. Cancer 97, 278-282 (2002).
74. Kamura,T., Yahata,H., Amada,S., Ogawa,S., Sonoda,T., Kobayashi,H., 
Mitsumoto,M., Kohno,K., Kuwano,M., & Nakano,H. Is nuclear expression of Y box-
binding protein-1 a new prognostic factor in ovarian serous adenocarcinoma? 
Cancer 85, 2450-2454 (1999).
75. Oda,Y., Sakamoto,A., Shinohara,N., Ohga,T., Uchiumi,T., Kohno,K., 
Tsuneyoshi,M., Kuwano,M., & Iwamoto,Y. Nuclear expression of YB-1 protein 
correlates with P-glycoprotein expression in human osteosarcoma. Clin. Cancer 
Res. 4, 2273-2277 (1998).
76. Oda,Y., Ohishi,Y., Saito,T., Hinoshita,E., Uchiumi,T., Kinukawa,N., Iwamoto,Y., 
Kohno,K., Kuwano,M., & Tsuneyoshi,M. Nuclear expression of Y-box-binding 
protein-1 correlates with P-glycoprotein and topoisomerase II alpha expression, and 
with poor prognosis in synovial sarcoma. J. Pathol. 199, 251-258 (2003).
77. Oda,Y., Ohishi,Y., Basaki,Y., Kobayashi,H., Hirakawa,T., Wake,N., Ono,M., 
Nishio,K., Kuwano,M., & Tsuneyoshi,M. Prognostic implications of the nuclear 
localization of Y-box-binding protein-1 and CXCR4 expression in ovarian cancer: 
their correlation with activated Akt, LRP/MVP and P-glycoprotein expression. 
Cancer Sci. 98, 1020-1026 (2007).
5 Literaturverzeichnis 87
78. Gu,C., Oyama,T., Osaki,T., Kohno,K., & Yasumoto,K. Expression of Y box-binding 
protein-1 correlates with DNA topoisomerase IIalpha and proliferating cell nuclear 
antigen expression in lung cancer. Anticancer Res. 21, 2357-2362 (2001).
79. Shibahara,K., Sugio,K., Osaki,T., Uchiumi,T., Maehara,Y., Kohno,K., Yasumoto,K., 
Sugimachi,K., & Kuwano,M. Nuclear expression of the Y-box binding protein, YB-1, 
as a novel marker of disease progression in non-small cell lung cancer. Clin. 
Cancer Res. 7, 3151-3155 (2001).
80. Shibao,K., Takano,H., Nakayama,Y., Okazaki,K., Nagata,N., Izumi,H., Uchiumi,T., 
Kuwano,M., Kohno,K., & Itoh,H. Enhanced coexpression of YB-1 and DNA 
topoisomerase II alpha genes in human colorectal carcinomas. Int. J. Cancer 83, 
732-737 (1999).
81. Koike,K., Uchiumi,T., Ohga,T., Toh,S., Wada,M., Kohno,K., & Kuwano,M. Nuclear 
translocation of the Y-box binding protein by ultraviolet irradiation. FEBS Lett. 417, 
390-394 (1997).
82. Wolffe,A.P., Tafuri,S., Ranjan,M., & Familari,M. The Y-box factors: a family of 
nucleic acid binding proteins conserved from Escherichia coli to man. New Biol. 4, 
290-298 (1992).
83. Bader,A.G. & Vogt,P.K. Inhibition of protein synthesis by Y box-binding protein 1 
blocks oncogenic cell transformation. Mol. Cell Biol. 25, 2095-2106 (2005).
84. Ohga,T., Uchiumi,T., Makino,Y., Koike,K., Wada,M., Kuwano,M., & Kohno,K. Direct 
involvement of the Y-box binding protein YB-1 in genotoxic stress-induced 
activation of the human multidrug resistance 1 gene. J. Biol. Chem. 273, 5997-6000 
(1998).
85. Safak,M., Gallia,G.L., & Khalili,K. Reciprocal interaction between two cellular 
proteins, Puralpha and YB-1, modulates transcriptional activity of JCVCY in glial 
cells. Mol. Cell Biol. 19, 2712-2723 (1999).
86. Chen,N.N., Chang,C.F., Gallia,G.L., Kerr,D.A., Johnson,E.M., Krachmarov,C.P., 
Barr,S.M., Frisque,R.J., Bollag,B., & Khalili,K. Cooperative action of cellular proteins 
YB-1 and Pur alpha with the tumor antigen of the human JC polyomavirus 
determines their interaction with the viral lytic control element. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U. S. A 92, 1087-1091 (1995).
87. Safak,M., Sadowska,B., Barrucco,R., & Khalili,K. Functional interaction between JC 
virus late regulatory agnoprotein and cellular Y-box binding transcription factor, YB-
1. J. Virol. 76, 3828-3838 (2002).
88. Raj,G.V., Safak,M., MacDonald,G.H., & Khalili,K. Transcriptional regulation of 
human polyomavirus JC: evidence for a functional interaction between RelA (p65) 
and the Y-box-binding protein, YB-1. J. Virol. 70, 5944-5953 (1996).
89. Mertens,P.R., Steinmann,K., Alfonso-Jaume,M.A., En-Nia,A., Sun,Y., & Lovett,D.H. 
Combinatorial interactions of p53, activating protein-2, and YB-1 with a single 
enhancer element regulate gelatinase A expression in neoplastic cells. J. Biol. 
Chem. 277, 24875-24882 (2002).
5 Literaturverzeichnis88
90. Balda,M.S. & Matter,K. The tight junction protein ZO-1 and an interacting 
transcription factor regulate ErbB-2 expression. EMBO J. 19, 2024-2033 (2000).
91. Shnyreva,M., Schullery,D.S., Suzuki,H., Higaki,Y., & Bomsztyk,K. Interaction of two 
multifunctional proteins. Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K and Y-box-
binding protein. J. Biol. Chem. 275, 15498-15503 (2000).
92. Ashizuka,M., Fukuda,T., Nakamura,T., Shirasuna,K., Iwai,K., Izumi,H., Kohno,K., 
Kuwano,M., & Uchiumi,T. Novel translational control through an iron-responsive 
element by interaction of multifunctional protein YB-1 and IRP2. Mol. Cell Biol. 22, 
6375-6383 (2002).
93. Marenstein,D.R., Ocampo,M.T., Chan,M.K., Altamirano,A., Basu,A.K., 
Boorstein,R.J., Cunningham,R.P., & Teebor,G.W. Stimulation of human 
endonuclease III by Y box-binding protein 1 (DNA-binding protein B). Interaction 
between a base excision repair enzyme and a transcription factor. J. Biol. Chem.
276, 21242-21249 (2001).
94. Sorokin,A.V., Selyutina,A.A., Skabkin,M.A., Guryanov,S.G., Nazimov,I.V., 
Richard,C., Th'ng,J., Yau,J., Sorensen,P.H., Ovchinnikov,L.P., & Evdokimova,V. 
Proteasome-mediated cleavage of the Y-box-binding protein 1 is linked to DNA-
damage stress response. EMBO J. 24, 3602-3612 (2005).
95. Li,A.G., Piluso,L.G., Cai,X., Wei,G., Sellers,W.R., & Liu,X. Mechanistic insights into 
maintenance of high p53 acetylation by PTEN. Mol. Cell 23, 575-587 (2006).
96. Polevoda,B. & Sherman,F. The diversity of acetylated proteins. Genome Biol. 3, 
reviews0006 (2002).
97. Sterner,D.E. & Berger,S.L. Acetylation of histones and transcription-related factors. 
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 64, 435-459 (2000).
98. Kuo,M.H. & Allis,C.D. Roles of histone acetyltransferases and deacetylases in gene 
regulation. Bioessays 20, 615-626 (1998).
99. Mizzen,C.A., Yang,X.J., Kokubo,T., Brownell,J.E., Bannister,A.J., Owen-Hughes,T., 
Workman,J., Wang,L., Berger,S.L., Kouzarides,T., Nakatani,Y., & Allis,C.D. The 
TAF(II)250 subunit of TFIID has histone acetyltransferase activity. Cell 87, 1261-
1270 (1996).
100. Burley,S.K. & Roeder,R.G. Biochemistry and structural biology of transcription 
factor IID (TFIID). Annu. Rev. Biochem. 65, 769-799 (1996).
101. Hampsey,M. Molecular genetics of the RNA polymerase II general transcriptional 
machinery. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62, 465-503 (1998).
102. Hsieh,Y.J., Kundu,T.K., Wang,Z., Kovelman,R., & Roeder,R.G. The TFIIIC90 
subunit of TFIIIC interacts with multiple components of the RNA polymerase III 
machinery and contains a histone-specific acetyltransferase activity. Mol. Cell Biol.
19, 7697-7704 (1999).
103. Lassar,A.B., Martin,P.L., & Roeder,R.G. Transcription of class III genes: formation 
of preinitiation complexes. Science 222, 740-748 (1983).
5 Literaturverzeichnis 89
104. North,B.J. & Verdin,E. Sirtuins: Sir2-related NAD-dependent protein deacetylases. 
Genome Biol. 5, 224 (2004).
105. Sakaguchi,K., Herrera,J.E., Saito,S., Miki,T., Bustin,M., Vassilev,A., 
Anderson,C.W., & Appella,E. DNA damage activates p53 through a 
phosphorylation-acetylation cascade. Genes Dev. 12, 2831-2841 (1998).
106. Gu,W. & Roeder,R.G. Activation of p53 sequence-specific DNA binding by 
acetylation of the p53 C-terminal domain. Cell 90, 595-606 (1997).
107. Liu,L., Scolnick,D.M., Trievel,R.C., Zhang,H.B., Marmorstein,R., Halazonetis,T.D., & 
Berger,S.L. p53 sites acetylated in vitro by PCAF and p300 are acetylated in vivo in 
response to DNA damage. Mol. Cell Biol. 19, 1202-1209 (1999).
108. Ito,A., Kawaguchi,Y., Lai,C.H., Kovacs,J.J., Higashimoto,Y., Appella,E., & Yao,T.P. 
MDM2-HDAC1-mediated deacetylation of p53 is required for its degradation. EMBO 
J. 21, 6236-6245 (2002).
109. Luo,J., Su,F., Chen,D., Shiloh,A., & Gu,W. Deacetylation of p53 modulates its effect 
on cell growth and apoptosis. Nature 408, 377-381 (2000).
110. Smith,J. Human Sir2 and the 'silencing' of p53 activity. Trends Cell Biol. 12, 404-
406 (2002).
111. Vaziri,H., Dessain,S.K., Ng,E.E., Imai,S.I., Frye,R.A., Pandita,T.K., Guarente,L., & 
Weinberg,R.A. hSIR2(SIRT1) functions as an NAD-dependent p53 deacetylase. 
Cell 107, 149-159 (2001).
112. Montani,V., Taniguchi,S.I., Shong,M., Suzuki,K., Ohmori,M., Giuliani,C., 
Napolitano,G., Saji,M., Fiorentino,B., Reimold,A.M., Ting,J.P., Kohn,L.D., & 
Singer,D.S. Major histocompatibility class II HLA-DR alpha gene expression in 
thyrocytes: counter regulation by the class II transactivator and the thyroid Y box 
protein. Endocrinology 139, 280-289 (1998).
113. Huo,X. & Zhang,J. Important roles of reversible acetylation in the function of 
hematopoietic transcription factors. J. Cell Mol. Med. 9, 103-112 (2005).
114. Gray,S.G. & Ekstrom,T.J. The human histone deacetylase family. Exp. Cell Res.
262, 75-83 (2001).
115. Bader,A.G., Felts,K.A., Jiang,N., Chang,H.W., & Vogt,P.K. Y box-binding protein 1 
induces resistance to oncogenic transformation by the phosphatidylinositol 3-kinase 
pathway. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 100, 12384-12389 (2003).
116. Bader,A.G. & Vogt,P.K. An essential role for protein synthesis in oncogenic cellular 
transformation. Oncogene 23, 3145-3150 (2004).
117. Sutherland,B.W., Kucab,J., Wu,J., Lee,C., Cheang,M.C., Yorida,E., Turbin,D., 
Dedhar,S., Nelson,C., Pollak,M., Leighton,G.H., Miller,K., Badve,S., Huntsman,D., 
Blake-Gilks,C., Chen,M., Pallen,C.J., & Dunn,S.E. Akt phosphorylates the Y-box 
binding protein 1 at Ser102 located in the cold shock domain and affects the 
anchorage-independent growth of breast cancer cells. Oncogene 24, 4281-4292 
(2005).
5 Literaturverzeichnis90
118. Pagano,M.A., Meggio,F., Ruzzene,M., Andrzejewska,M., Kazimierczuk,Z., & 
Pinna,L.A. 2-Dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazole: a novel powerful 
and selective inhibitor of protein kinase CK2. Biochem. Biophys. Res. Commun.
321, 1040-1044 (2004).
119. Kohno,K., Izumi,H., Uchiumi,T., Ashizuka,M., & Kuwano,M. The pleiotropic 
functions of the Y-box-binding protein, YB-1. Bioessays 25, 691-698 (2003).
120. Ho,J.N., Lee,Y.H., Park,J.S., Jun,W.J., Kim,H.K., Hong,B.S., Shin,D.H., & Cho,H.Y. 
Protective effects of aucubin isolated from Eucommia ulmoides against UVB-
induced oxidative stress in human skin fibroblasts. Biol. Pharm. Bull. 28, 1244-1248 
(2005).
121. Hu,Z., Jin,S., & Scotto,K.W. Transcriptional activation of the MDR1 gene by UV 
irradiation. Role of NF-Y and Sp1. J. Biol. Chem. 275, 2979-2985 (2000).
122. Li,A.G., Piluso,L.G., Cai,X., Wei,G., Sellers,W.R., & Liu,X. Mechanistic insights into 
maintenance of high p53 acetylation by PTEN. Mol. Cell 23, 575-587 (2006).
123. Mertens,P.R., Alfonso-Jaume,M.A., Steinmann,K., & Lovett,D.H. YB-1 regulation of 
the human and rat gelatinase A genes via similar enhancer elements. J. Am. Soc. 
Nephrol. 10, 2480-2487 (1999).
124. Sutherland,B.W., Kucab,J., Wu,J., Lee,C., Cheang,M.C., Yorida,E., Turbin,D., 
Dedhar,S., Nelson,C., Pollak,M., Leighton,G.H., Miller,K., Badve,S., Huntsman,D., 
Blake-Gilks,C., Chen,M., Pallen,C.J., & Dunn,S.E. Akt phosphorylates the Y-box 
binding protein 1 at Ser102 located in the cold shock domain and affects the 
anchorage-independent growth of breast cancer cells. Oncogene 24, 4281-4292 
(2005).
125. Adam,E., Quivy,V., Bex,F., Chariot,A., Collette,Y., Vanhulle,C., Schoonbroodt,S., 
Goffin,V., Nguyen,T.L., Gloire,G., Carrard,G., Friguet,B., De Launoit,Y., Burny,A., 
Bours,V., Piette,J., & Van Lint,C. Potentiation of tumor necrosis factor-induced NF-
kappa B activation by deacetylase inhibitors is associated with a delayed 
cytoplasmic reappearance of I kappa B alpha. Mol. Cell Biol. 23, 6200-6209 (2003).
126. Van Lint,C., Quivy,V., Demonte,D., Chariot,A., Vanhulle,C., de Walque,S., 
Gaudray,G., Veithen,E., Bours,V., Piette,J., & Burny,A. Molecular mechanisms 
involved in HIV-1 transcriptional latency and reactivation: implications for the 
development of therapeutic strategies. Bull. Mem. Acad. R. Med. Belg. 159, 176-
189 (2004).
127. Moiseeva,O., Mallette,F.A., Mukhopadhyay,U.K., Moores,A., & Ferbeyre,G. DNA 
damage signaling and p53-dependent senescence after prolonged beta-interferon 
stimulation. Mol. Biol. Cell 17, 1583-1592 (2006).
128. Nakazawa,M., Aratani,S., Hatta,M., Araya,N., Daitoku,H., Kawahara,K., 
Watanabe,S., Nakamura,H., Yoshino,S., Fujii,R., Fujita,H., Fukamizu,A., 
Nishioka,K., & Nakajima,T. TNFalpha induces acetylation of p53 but attenuates its 
transcriptional activation in rheumatoid synoviocytes. Int. J. Mol. Med. 10, 269-275 
(2002).
5 Literaturverzeichnis 91
129. Yu,Y., Teng,Y., Liu,H., Reed,S.H., & Waters,R. UV irradiation stimulates histone 
acetylation and chromatin remodeling at a repressed yeast locus. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U. S. A 102, 8650-8655 (2005).
130. Cheah,P.L. & Looi,L.M. p53: an overview of over two decades of study. Malays. J. 
Pathol. 23, 9-16 (2001).
131. Fukuda,T., Ashizuka,M., Nakamura,T., Shibahara,K., Maeda,K., Izumi,H., 
Kohno,K., Kuwano,M., & Uchiumi,T. Characterization of the 5'-untranslated region 
of YB-1 mRNA and autoregulation of translation by YB-1 protein. Nucleic Acids 
Res. 32, 611-622 (2004).
132. Ishinaga,H., Jono,H., Lim,J.H., Kweon,S.M., Xu,H., Ha,U.H., Xu,H., Koga,T., 
Yan,C., Feng,X.H., Chen,L.F., & Li,J.D. TGF-beta induces p65 acetylation to 
enhance bacteria-induced NF-kappaB activation. EMBO J. 26, 1150-1162 (2007).
133. Nishikawa,S. Localization of transcriptional co-activator CBP in the ameloblasts and 
the other enamel organ-derived cells of the rat incisor. J. Histochem. Cytochem. 50, 
1455-1460 (2002).
134. Rahman,I., Marwick,J., & Kirkham,P. Redox modulation of chromatin remodeling: 
impact on histone acetylation and deacetylation, NF-kappaB and pro-inflammatory 
gene expression. Biochem. Pharmacol. 68, 1255-1267 (2004).
135. Kovacs,J.J., Murphy,P.J., Gaillard,S., Zhao,X., Wu,J.T., Nicchitta,C.V., Yoshida,M., 
Toft,D.O., Pratt,W.B., & Yao,T.P. HDAC6 regulates Hsp90 acetylation and 
chaperone-dependent activation of glucocorticoid receptor. Mol. Cell 18, 601-607 
(2005).
136. Cohen,T. & Yao,T.P. AcK-knowledge reversible acetylation. Sci. STKE. 2004, e42 
(2004).
137. Tian,L., Fong,M.P., Wang,J.J., Wei,N.E., Jiang,H., Doerge,R.W., & Chen,Z.J. 
Reversible histone acetylation and deacetylation mediate genome-wide, promoter-
dependent and locus-specific changes in gene expression during plant 
development. Genetics 169, 337-345 (2005).
138. Xiao,W. Advances in NF-kappaB signaling transduction and transcription. Cell Mol. 
Immunol. 1, 425-435 (2004).
139. Park,J., Lee,J.H., La,M., Jang,M.J., Chae,G.W., Kim,S.B., Tak,H., Jung,Y., Byun,B., 
Ahn,J.K., & Joe,C.O. Inhibition of NF-kappaB acetylation and its transcriptional 
activity by Daxx. J. Mol. Biol. 368, 388-397 (2007).
140. Munshi,N., Merika,M., Yie,J., Senger,K., Chen,G., & Thanos,D. Acetylation of HMG 
I(Y) by CBP turns off IFN beta expression by disrupting the enhanceosome. Mol. 
Cell 2, 457-467 (1998).
141. Kouzarides,T. Acetylation: a regulatory modification to rival phosphorylation? EMBO 
J. 19, 1176-1179 (2000).
142. Ito,A., Lai,C.H., Zhao,X., Saito,S., Hamilton,M.H., Appella,E., & Yao,T.P. 
p300/CBP-mediated p53 acetylation is commonly induced by p53-activating agents 
and inhibited by MDM2. EMBO J. 20, 1331-1340 (2001).
5 Literaturverzeichnis92
143. Greene,W.C. & Chen,L.F. Regulation of NF-kappaB action by reversible 
acetylation. Novartis. Found. Symp. 259, 208-217 (2004).
144. Kiernan,R., Bres,V., Ng,R.W., Coudart,M.P., El Messaoudi,S., Sardet,C., Jin,D.Y., 
Emiliani,S., & Benkirane,M. Post-activation turn-off of NF-kappa B-dependent 
transcription is regulated by acetylation of p65. J. Biol. Chem. 278, 2758-2766 
(2003).
145. Chao,C., Wu,Z., Mazur,S.J., Borges,H., Rossi,M., Lin,T., Wang,J.Y., 
Anderson,C.W., Appella,E., & Xu,Y. Acetylation of mouse p53 at lysine 317 
negatively regulates p53 apoptotic activities after DNA damage. Mol. Cell Biol. 26, 
6859-6869 (2006).
146. Varinou,L., Ramsauer,K., Karaghiosoff,M., Kolbe,T., Pfeffer,K., Muller,M., & 
Decker,T. Phosphorylation of the Stat1 transactivation domain is required for full-
fledged IFN-gamma-dependent innate immunity. Immunity. 19, 793-802 (2003).
6 Anhang 93
6 Anhang
6.1 Material
6.1.1 Geräte
Agarose-Gel-UV-Auswerungssystem Biorad (München)
Apparatur Western Blot Biorad (München)
Brutschrank Hera cell, Heraeus (Hanau)
Dampfsterilisator Varioclav, H&P Labortechnik
Kühlzentrifugen Avanti30 Centrifuge, Beckmann (München)
Rotoren: F0650, Beckmann (München)
F2402H, Beckmann (München)
Centrifuge 5417R, Eppendorf (Hamburg)
Rotor: F45-30-11, Eppendorf (Hamburg)
Laser Scanning Mikroskop Axiovert 100M, Zeiss
Lichtmikroskop Diavert, Leitz (Wetzlar)
pH-Meter MP 220, Mettler Toledo
Photometer Biophotometer, Eppendorf  (Hamburg)
Pipetten Eppendorf (Hamburg)
Power supply Biorad Power Pac 3000 (Hamburg)
Schüttler Vortex-Genie2, Scientific Industries, Inc. (New 
York, USA)
Spectrophotometer Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech 
Sterile Arbeitsbank (Zellkultur) Hera safe, Heraeus (Hanau)
Thermoblock Thermomixer comfort, Eppendorf (Hamburg)
Tischzentrifuge Centrifuge 5415D, Eppendorf (Hamburg)
Überkopfschüttler Heidpolph
Ultrazentrifuge Sigma (Deisendorf)
Waage Sartorius BP 2100
Präzisionswaage Sartorius BP 1109
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6.1.2 Verbrauchsmaterialien
Deckgläschen Engelbecht Medizin- und Labortechnik GmbH 
(Edermünde)
Nitrozellulosemembran Protan, Schleicher und Schuell (Dassel)
(Porengröße 0,45 µm)
objektträger Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH 
(Edermünde)
Parafilm American National Can. (Menshasa, USA)
Petrischalen Nunc (Nürtingen)
Pipetten, 10 ml Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)
Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg)
Plastikküvetten Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)
Polystyrengefäße Greiner bio-one (Frickenhausen, Germany)
Reaktionsgefäße Eppendorf (Hamburg)
Röntgenfilm Amersham Bioscience Hyperfilm ECL 
(Buckinghamshire, UK)
Whatman-Filterpapier Biorad (München)
Zellkulturplatten, 6 Vertiefungen Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)
Zellkuluturflaschen, 75 cm2, 25 cm2 Greiner bio-one (Frickenhausen, Germany)
Zellschaber Nunc (Nürtingen)
6.1.3 Reaktionskits
luziferase Assay System Promega (Madison, WI, USA)
Maxi Kit/20 Genomed Jetstar 2.0 Plasmid Purification
6.1.4 Reagenzien
acryl-/Bisacrylamid Serva (Heidelberg)
Agar Invitrogen
Ammoniumpersulfat Biorad (München)
Ampicillin Sigma (Deisenhofen)
Beta-Mercaptoethanol Pierce
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Bromphenolblau Biorad (München)
Calciumchlorid Sigma (Deisenhofen)
Chloroquin Sigma (Deisenhofen)
Coomassie Brilliant Blue R-250 Biorad (München)
1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N´,N´-
Tetraessigsäure ICN Biochemicals (Cleveland, Ohio, USA)
Dithiothreitol Biorad (München)
Dimethylsulfoxid (DMSO) ICN Biochemicals (Cleveland, Ohio, USA)
Doxizyklin Life Technologies (Eggenstein)
DTT Biorad (München)
ECL-Reagenzien Amersham (Braunschweig)
EDTA Sigma (Deisenhofen)
Essigsäure Merck (Darmstadt)
Ethanol, 70% Apotheke des Universitätsklinikums der RWTH 
Aachen (Aachen)
Fetales Kälberserum (FKS) Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe)
Geneticin G418 Calbiochem (Darmstadt)
Glyzerin Merck (Darmstadt)
Glyzin AppliChem (Darmstadt)
HEPES Roth (Karlsruhe)
Immu-Mount Shandon (Pittsburgh,USA)
Interferon-γ (human) Institut für Klinische Chemie der RWTH Aachen 
(Arbeitsgruppe PD Dr. Steven Dooley)
kaliumchlorid Merck (Darmstadt)
Magermilch-Trockenpulver Reformhaus Mumme (Aachen)
Magnesiumchlorid Calbiochem (Darmstadt)
Magnesiumsulfat Merck (Darmstadt)
Methanol Apotheke des Universitätsklinikums der RWTH 
Aachen (Aachen)
Molekulargewichtsstandard für 
SDS-PAGE Rainbow coulored protein molecular weight 
markers, RPN756, Amersham (Freiburg)
Natriumacetat Merck (Darmstadt)
Natriumchlorid Merck (Darmstadt)
Natriumdesoxycholat Merck (Darmstadt)
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di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck (Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (SDS) Biorad (München)
Natronlauge (10N) AppliChem (Darmstadt)
Nonidet P-40 Sigma (Steinheim)
Pansorbin (Staphylokokkenlysat) Calbiochem (La Jolla, CA, USA)
Paraffin Roth (Karlsruhe)
Paraformaldehyd Sigma (Deisenhofen)
PBS Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline, Sigma 
(Deisenhofen)
PDGF-BB (platelet derived growth 
factor-BB) Medizinische Klinik II des Universitätsklinikums 
Aachen, Arbeitsgruppe PD Dr. rer. nat. Tammo 
Ostendorf (Aachen)
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe)
Phenylmethylsulfonylfluoris (PMSF) Sigma (Deisendorf)
Proteinase-Inhibitor (Serin-, Cystein-, 
Metalloproteasen, Calpain) „complete mini“, Proteasen-Inhibitor, Roche 
Diagnostics GmbH (Mannheim)
Sodium-Orthovanadat Sigma (Deisendorf)
N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) Biorad (München)
Triton X-100 Sigma (Deisendorf)
Tris-HCl Roth (Karlsruhe)
Tris Biorad (München)
Trypsin-EDTA (0,25% Trypsin, 1mM 
EDTA) Gibco BRL, Life Technologies (Karlsruhe)
Tween-20 AppliChem (Darmstadt)
Zellkulturmedien Dulbecco´s modifiziertes Eagle Medium 
(DMEM/F12) mit GlutaMAX-II (1:1), mit Pyridoxin, 
Gibco BRL Life Technologies (Karlsruhe)
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6.1.5 Häufig verwendete Puffer und Lösungen
EDTA-Stammlösung (0,5 M) 146,1 g/l EDTA
PBS-CM PBS mit Zusatz von 
0,1 mM Calciumchlorid
1 mM Magnesiumchlorid
Sodium-Orthovanadat (200mM) 3,6 g/100 ml Aqua dest., pH 10
Die Lösung wird gekocht bis sie farblos erscheint
TE-Puffer 10 mM Tris-HCl, pH 8
0,1 mM EDTA
6.1.6 Sterilisation
die Sterilisation von Lösungen und Gebrauchswaren erfolgt mittels feuchter Hitze im 
Autoklaven (Varioklav, H&P Labortechnik) für 30 Minuten bei 121°C und 2 atm oder bei 
hitzeempfindlichen Lösungen durch Sterilfiltration (Porengröße : 0,2 µm).
6.1.7 Zelllinien
HEK293T-Zellen
Hierbei handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen, welche mit DNA-
Fragmenten von Adenovirus Typ 5 und dem SV40-Antigen (T-Antigen) transformiert 
wurden (Graham et al., 1977). 
Diese wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Herrn Univ.-Prof.Dr.Dipl.-
Biochem. Peter C.Heinrich, Institut für Biochemie, RWTH Aachen zur Verfügung gestellt.
6.1.8 Plasmide
pREP9-GFP
Das Plasmid trägt die für das grün-fluoreszierende Protein (GFP) kodierende Sequenz 
(Stephan Bergmann, Max-Dellbrück-Center, Berlin).
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pREP9-YB-1-GFP
Das Genprodukt dieses Plasmids ist ein C-terminal GFP-markiertes YB-1-Konstrukt, 
welches über zwei NotI-Restriktionsschnittstellen in die multiple Klonierungsstelle des 
pREP9-Vektors (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert wurde. Er wurde von Stephan Bergmann, 
Max-Dellbrück-Center, Berlin zur Verfügung gestellt.
die Deletionskonstrukte des Volllängen-YB1-Konstruktes (GFP-YB-1-∆1, -∆2) wurden 
ebenfalls von Stephan Bergmann, Max-Dellbrück-Center, Berlin bezogen. 
Die GFP-Plasmide kodieren für ein 27 kDa Protein, welches ursprünglich bei Aequorea 
victoria identifiziert wurde4. Es ist in der Lage, bei Anregung in einem Energiebereich 
zwischen 300 und 500nm Licht einer definierten Wellenlänge zu emittieren. 
Die Emission kann zwischen 500nm und 540nm detektiert werden, mit einem 
Intensitätsmaximum bei 509nm. 
pSG5
Der 4,1kb umfassende high copy-Vektor wurde von Stratagene (Amsterdam, Niederlande) 
bezogen.
pSG5-YB-1
In den pSG5-Vektor wurde in die multiple Klonierungsstelle ein für YB-1 kodierender 
Genabschnitt kloniert. Er wurde von Dr. Jenny P.-Y. Ting (University of North Carolina, 
USA) zur Verfügung gestellt.
pcDNA3
Der Vektor enthält enhancer- und Promotor-Sequenzen des humanen Zytomegalievirus 
zur high level Transkription, ein Poly-A-Signal und den SV40 origin zur episomalen 
Replikation in Zelllinien, die mit dem SV40 T-Antigen transformiert sind. Er diente in den in 
dieser Arbeit vorgestellten Versuchen als Kontrollvektor.
HDAC-1
Histondeacetylase 1 (HDAC-1). Der Vektor enthält einen CMV-Promotor. Desweiteren 
besitzt er einen Myc-Tag.
4 Shimomura, O., Johnson, F.H., and Saiga, Y. (1962), J. Cell.Comp.Physiol. 59, 223-239
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Sirt1
Sirt1 ist an einen HA-Tag gekoppelt. HDAC1 und Sirt1 wurden freundlicherweise von 
Univ.-Prof. Dr. rer. nat. B. Lüscher (Institut für Biochemie und Molekularbiologie der RWTH 
Aachen) zu Verfügung gestellt.
CBP
Dieses Plasmid wurde uns ebenfalls freundlicherweise von Univ.-Prof. Dr. rer. nat. B. 
Lüscher (Institut für Biochemie und Molekularbiologie der RWTH Aachen) zur Verfügung 
gestellt.
6.1.9 Antikörper
antigen Typ Quelle Verdünnung im 
Western Blot
Verwendung
unspezif. IgG1 Monoklonales IgG Dako A/S 
(Dänemark)
preclearing
GFP Monoklonales Ig BD, living colors 1:5000 Western Blot, IP
YB-1 polyklonales Ig Santa Cruz 1:1000 Western Blot
YB-1 (Esnault) polyklonales Ig 1:1000 Western Blot
YB-1 (rot) polyklonales Ig 1:2000 Western Blot, I.P.
acetyllysin polyklonales Ig Biomol 1:1000 Western Blot
CBP (A22) polyklonales Ig Santa Cruz 1:1000 Western Blot
p300 (C20) polyklonales Ig Santa Cruz 1 :1000 Western Blot
pCAF polyklonales Ig Upstate 1:1000 Western Blot
HDAC-1 (HS1) polyklonales Ig Santa Cruz 1 :1000 Western Blot
sirt1 monoklonales Ig Upstate 1:1000 Western Blot
P-Threonin Q7 monoklonales Ig Qiagen 1:1000 Western Blot
P-Serin Q5 monoklonales Ig Qiagen 1:1000 Western Blot
P-Tyrosin p11120 monoklonales Ig Transduction 1:1000 Western Blot
mouse-Ig 
(Peroxidase 
gekoppelt)
monoklonales Ig Amersham 1:5000 Western Blot
rabbit-Ig 
(Peroxidase 
gekoppelt)
polyklonales Ig Amersham 1 :2000 Western Blot
CREB polyklonales Ig Cell Signaling 1 :1000 Western Blot
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6.2 Abkürzungsverzeichnis
AD Aktivierungsdomäne, die die Transkription initiiert
Ak Antikörper
amp Ampicillin
AP-2 Aktivierendes Protein-2
APS Ammoniumpersulfat
aqua dest. Destilliertes Wasser
ARM Arginin rich motif: Arginin-reiches Motiv
Bp Basenpaare
BSA Bovine serum albumine: Rinderalbumin
Ca2+ Ionisiertes Calcium
caCl2 Calciumchlorid
CBP CREB-bindendes Protein
cDNA Komplementäre DNA
CO2 Kohlendioxid
CREB CAMP-response element-binding
CSD Cold shock Domäne: Kälteschockdomäne
Csp Cold shock protein: Kälteschockprotein
CTCF multivalentes Zink-Finger Protein
C-Terminus Carboxy-Terminus
DAB Diaminobenzidin
DB DNA-bindende Domäne
DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleic acid: Desoxyribonukleinsäure
DTT Dithiothreitol
E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EGF Epidermal growth factor: Epidermaler Wachstumsfaktor
FKS Fetales Kälberserum
g Gramm 
GFP Grün fluoreszierendes Protein
GNAT Gen5-related N-Acetyltransferase
HA Hämagglutin
HAT Histonacetyltransferase
HBS HEPES-gepufferter Kochsalzpuffer
HDAC1 Histondeacetylase 1
HEK293T Humane embryonale Nierenzellen, die mit dem T-Zell Antigen des Affenvirus 40 
immortalisiert wurden.
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HES Hairy Enhancer of Split: Repressor von Differenzierungsgenen
HIV Humanes Immundefizienz-Virus
HMGB high mobility group box: Hoch-mobile Gruppen-Box
HSP Hitzeschockprotein
HTLV Human T-cell lymphotropic virus type: humaner T-Zell lymphotropes Virus Typ 
IFNγ Interferon-gamma
Ig Immunglobulin
igG1 Immunglobulin der Subklasse G1
IL Interleukin
kan Kanamycin
kb Kilobasen
KCl kaliumchlorid
kDa kilodalton
LDH Laktatdehydrogenase
MALDI Matrix assisted laser desorption ionisation
MgCl2 Magnesiumchlorid
MgSO4 Magnesiumsulfat
MHC Major histocompability comple x: Großer Histokompabilitätskomplex
min Minute
MMP Matrix-Metalloproteinase
mRNA messenger-RNA
naCl Natriumchlorid
naOH Natronlauge
NAT N-Acetyltransferase
NF-κB Nukleärer Faktor κB
NLS nuclear localisation sequenz: nukleäre Lokalisierungssequenz
N-Terminus Amino-Terminus
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung
PBS-CM Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung mit Calcium- und Magnesiumchlorid
pCAF CBP/p300-associated factor
PCR polymerase chain reaction: Polymerase-Ketten-Reaktion
PDGF-BB Platelet derived growth factor-BB: Plättchen-Wachstumsfaktor-BB
RNA Ribonucleic acid: Ribonukleinsäure
rpm rotations per minute: Rotationen pro Minute
RPMI Roswell Park Memorial Institute
SDS Natriumlaurylsulfat
SDS-PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese im Natriumlaurylsulfatgel
siRNA small interfering ribonucleic acid
SOV Sodiumorthovanadat
STAT signal transducers and activators of transcription
TAE Puffer aus Tris, Eisessig-Säure und Ethylendiamintetraessigsäure  
TE Puffer aus Tris und Ethylendiamintetraessigsäure
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TF Transkriptionsfaktor
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TNF-α Tumornekrosefaktor alpha
TOF Time of flight
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
Tris-HCl Tris-(hydroxmethyl)-aminoethan
TTBS Tris-gepufferte Salzlösung/Tween-20
U/l Units/Liter: Einheiten/Liter
v/v Volumen/volumen (Volumenprozent)
w/v Gewicht/Volume (Gewichtprozent)
xg Vielfaches der Erdbeschleunigung
YB-1 Y-Box bindendes Protein-1 
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